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INTRODUCCIÓN 
1. La inflamación en la enfermedad renal crónica: 
1.1. Definición de la inflamación: 
La inflamación es un proceso complejo, todavía no completamente conocido, que aparece 
en muchos contextos fisiopatológicos,  incluyendo la enfermedad renal crónica (ERC). 
Al final de la década de 1990 aparecían las primeras publicaciones que relacionaban la 
inflamación en la uremia con la enfermedad cardiovascular, la desnutrición proteica (Stenvinkel 
et al. 1999) y el mal pronóstico de estos pacientes (Zimmermann et al. 1999, Iseki et al. 1999, 
Noh et al. 1998, Bologa et al. 1998). 
Existen diferentes definiciones de este proceso. Desde una perspectiva general, la 
inflamación podría definirse como una reacción local y precisa que el organismo presenta ante 
la invasión por parte de un agente infeccioso, antígeno, daño físico, químico o traumático, y que 
se debe regular con precisión, puesto que tanto las deficiencias como los excesos en una 
respuesta inflamatoria pueden causar morbilidad y mortalidad (Tracey 2002). 
Durante esta última década se ha avanzado mucho en el conocimiento de los complejos 
mecanismos moleculares que provocan la situación de inflamación en la ERC. Básicamente,  
podríamos decir que dos aspectos contribuyen a iniciar este proceso: la retención de mediadores 
inflamatorios, perpetuada por la disminución del aclaramiento renal de los mismos, y la 
generación de nuevas moléculas pro-inflamatorias, condicionada por diferentes agentes causales 
que concurren en los pacientes con ERC. 
El procedimiento más habitual para cuantificar la inflamación en la práctica clínica consiste 
en la medida de la concentración plasmática de la proteína reactante de fase aguda o proteína C 
reactiva (PCR). La mayoría de los estudios publicados muestran hallazgos consistentes sobre 
una estrecha correlación entre la PCR circulante y las citoquinas pro-inflamatorias, 
especialmente la IL-6, que depende de la estimulación de TNF-α y de la IL-1. Por lo tanto, la 
PCR refleja la respuesta hepática a los altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias presentes en 
el torrente sanguíneo. No obstante, las sucesivas investigaciones en este campo están 
propiciando la emergencia de nuevos marcadores de inflamación, entre ellos los monocitos 
activados CD14+CD16+, presentes en pacientes con procesos inflamatorios crónicos como la 
ERC (Ramirez, Martin-Malo & Aljama 2011). 
1.2. Cronificación de la respuesta inflamatoria en los pacientes con ERC: 
Desde la perspectiva de la inflamación, la ERC se caracteriza por ser un proceso 
inflamatorio crónico que condiciona que sus efectos nocivos permanezcan y finalmente 
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produzcan sus consecuencias, fundamentalmente un aumento de la morbimortalidad de origen 
cardiovascular.  
En general, la respuesta inflamatoria se desencadena como consecuencia de un daño tisular, 
con el fin de generar una recuperación de la lesión. Una vez desaparecida dicha agresión, se 
inhibe la respuesta inflamatoria. Sin embargo, en los pacientes con ERC, con mucha frecuencia 
la respuesta inflamatoria se mantiene. La propia pérdida de función renal, por sí misma, parece 
condicionar desde estadios iniciales de la enfermedad, un estado permanente de inflamación, a 
través de la retención de moléculas pro-inflamatorias. En este sentido, hay estudios que 
muestran una elevación de marcadores de inflamación desde fases tempranas de la ERC (Oberg 
et al. 2004). Otros agentes causales relacionados con la hemodiálisis pueden provocar 
inflamación de un modo intermitente, perpetuando también la respuesta inflamatoria. La 
actividad de los monocitos tiene especial relevancia en el patrón inflamatorio observado en los 
pacientes con ERC (Carracedo et al. 1995, Carracedo et al. 1998, Martin-Malo et al. 2000). La 
inflamación crónica en estos pacientes tiene un perfil parecido a la respuesta inflamatoria 
descrita en el anciano, caracterizada por un aumento moderado de citoquinas pro-inflamatorias 
y la presencia de un subtipo de monocitos que expresan el receptor CD14 (receptor de 
lipopolisacáridos de origen bacteriano) y el receptor CD16 (receptor de la fracción Fc de la 
inmunoglobulina G) (Nockher, Scherberich 1998, Scherberich, Nockher 2000, Carracedo et al. 
2002). 
1.3. Inflamación y disfunción endotelial: 
Los pacientes con ERC presentan una mayor tasa de morbimortalidad de causa 
cardiovascular que la población general desde estadios iniciales de la enfermedad, pudiendo 
multiplicarse esta tasa por 1000 en estadios avanzados de ERC (estadios 4-5) y en terapia renal 
sustitutiva (Schiffrin, Lipman & Mann 2007). Hay estudios que refieren un incremento de la 
muerte súbita de origen cardiaco en pacientes con cifras más elevadas de PCR, IL-6, y valores 
más bajos de albúmina (Parekh et al. 2008). 
Esta elevada tasa de morbimortalidad no se puede explicar únicamente por los factores de 
riesgo cardiovascular clásicos (diabetes, hipertensión arterial, tabaquismo, hipercolesterolemia y 
edad); además de estos factores, los pacientes con ERC presentan otros factores de riesgo 
cardiovascular relacionados con su enfermedad, como son la uremia, la hiperhomocisteinemia,  
las alteraciones del metabolismo calcio-fósforo, la malnutrición y la inflamación crónica. 
Entre estos factores, la inflamación está adquiriendo un papel relevante. Múltiples trabajos 
recientes en la literatura relacionan el estado de inflamación con la aparición de disfunción 
endotelial desde estadios iniciales de la ERC. Se sabe que la disfunción endotelial es el primer 
paso para el posterior desarrollo de aterosclerosis, aunque la forma en que se produce este daño 
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no está completamente aclarada. Tampoco se conoce con certeza el mecanismo por el que la 
inflamación crónica presente en los pacientes urémicos produce daño endotelial; se piensa que 
se trata de una alteración del sistema inmune, relacionada con la persistencia  de la inflamación 
crónica (Stenvinkel 2003, Landray et al. 2004, Ramirez et al. 2007). 
1.4. Inflamación y disfunción endotelial. Mecanismos implicados: 
Entre los mecanismos propuestos para explicar la relación entre inflamación y daño 
endotelial, se han sugerido alteraciones relacionadas con el aumento del estrés oxidativo, con el 
aumento de expresión de moléculas de adhesión en las células endoteliales, así como con la 
elevación en el porcentaje de monocitos activados en sangre periférica CD14+CD16+ (Ojeda, 
Aljama 2008). 
El endotelio vascular regula el tono del vaso liberando sustancias vasoactivas como el óxido 
nítrico (NO). Los pacientes con ERC tienen un déficit de NO desde estadios iniciales de la 
enfermedad (Morena et al. 2005). Esto contribuye a la aparición de disfunción endotelial por 
alteración de la vasodilatación dependiente del endotelio, favoreciendo la aparición de 
ateroesclerosis y posteriormente de eventos cardiovasculares. Una de las razones que se han 
propuesto en relación con el descenso de NO es el aumento en la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS), como es el anión superoxido liberado por los macrófagos 
reclutados en las zonas de inflamación. La liberación de ROS es la consecuencia de un 
desequilibrio entre los mecanismos pro-inflamatorios y anti-inflamatorios, a favor de los pro-
inflamatorios. A pesar de que el endotelio posee mecanismos antioxidantes para defenderse, las 
células del endotelio pueden dañarse por las ROS. Si la producción de ROS es muy elevada o se 
perpetúa en el tiempo, los mecanismos de defensa de la célula endotelial pueden ser 
insuficientes y se produce el daño endotelial con la posterior aparición de ateroesclerosis 
(Zhang, Gutterman 2007). 
También puede producirse una disminución del NO plasmático en los pacientes urémicos 
por el aumento de la dimetil-arginina asimétrica (asymetric dimethyl-arginine ó ADMA). 
ADMA es un inhibidor competitivo de la óxido nítrico sintetasa endotelial. En los pacientes con 
ERC se ha observado un aumento de ADMA desde estadios iniciales de la ERC. Se cree que 
esto es debido a una disminución en el aclaramiento renal de este metabolito (Sydow, Munzel 
2003). 
Otra alteración de la funcionalidad endotelial que se ha podido constatar en estudios in 
vitro, es un aumento de la expresión de moléculas de adhesión como la molécula de adhesión a 
célula vascular (vascular cell adhesion molecule 1 ó VCAM-1) o la molécula de adhesión 
intracelular (intracellular adhesión molecule 1 ó ICAM-1) en células endoteliales cultivadas en 
medio urémico. En estudios in vivo se ha corroborado el aumento de estas moléculas en 
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pacientes urémicos, coincidiendo con un aumento en la actividad inflamatoria, todo ello 
relacionado con un mayor número de eventos cardiovasculares (Stenvinkel et al. 2000, 
Papayianni et al. 2002). 
Otro de los mecanismos que se han propuesto para explicar la relación entre inflamación y 
daño endotelial es la activación del sistema inmune en la ERC, concretamente el aumento de 
una subpoblación de monocitos activados en el suero de pacientes urémicos, los monocitos 
CD14+CD16+. Estas células se han visto aumentadas en sangre periférica de pacientes urémicos, 
incluso sin que haya datos clínicos de un proceso inflamatorio activo, y sin que en sangre 
periférica se determine un aumento de otros marcadores de inflamación, como la PCR o 
citoquinas pro-inflamatorias (Ramirez et al. 2006). En trabajos publicados recientemente se ha 
visto una relación directa entre esta subpoblación de monocitos y la aparición de eventos 
cardiovasculares (Ulrich et al. 2008). Los monocitos CD14+CD16+ son una subpoblación 
monocitaria que muestra unas características fenotípicas especiales, con un telómero más corto 
que los monocitos no activados CD14++CD16-. Los monocitos CD14+CD16+ muestran un 
aumento de citoquinas pro-inflamatorias en su citoplasma, que son liberadas al torrente 
sanguíneo tras ser estimuladas por una agresión exterior (Ramirez et al. 2006, Ulrich et al. 
2008). El papel que esta subpoblación de monocitos juega en la producción de daño endotelial 
en los pacientes con ERC no está claro. Recientemente se ha publicado un trabajo en el que, en 
un modelo experimental, se ponen en contacto estos monocitos activados con células 
endoteliales de vena umbilical humana (HuVEC) en cultivo, observándose el efecto que 
producen los monocitos sobre estas células. Para evaluar el daño endotelial en este estudio se 
determinó la actividad de ROS y la apoptosis en las HuVEC mediante citometría de flujo 
(Merino et al. 2008b). El incremento de la actividad de ROS en las células endoteliales se piensa 
que juega un papel muy importante en el daño endotelial asociado con la ERC, como se ha 
descrito previamente. En este trabajo midieron la actividad de ROS en tres cocultivos diferentes: 
HuVEC con monocitos totales (CD14++CD16- junto con CD14+CD16+), HuVEC con monocitos 
no activados (CD14++CD16-) y HuVEC con monocitos activados (CD14+CD16+). Sólo las 
células HuVEC cocultivadas con los monocitos activados mostraron un aumento en la actividad 
de ROS. De igual modo se observó un aumento en la apoptosis de las HuVEC cocultivadas con 
monocitos activados, reforzando la idea de que el estrés oxidativo inducido por la 
microinflamación en la células endoteliales, juega un papel muy importante en la producción de 
daño endotelial en los pacientes con ERC (Merino et al. 2008a). Este trabajo soporta la hipótesis 
de que la microinflamación mediada por monocitos activados, CD14+CD16+, en los pacientes 
con ERC, induce daño endotelial y esto puede contribuir de forma significativa en el posterior 
desarrollo de aterosclerosis, y por tanto en la aparición de eventos cardiovasculares, principal 
causa de morbimortalidad en los pacientes con ERC. Estos datos también apoyan la teoría de la 
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aparición de disfunción endotelial en la uremia por aumento de apoptosis de las células 
endoteliales, así como por la presencia de una subpoblación de monocitos activados. 
En último término, también hay trabajos realizados con proteómica, en los que se intenta 
conocer cuáles son las proteínas dañadas en las células endoteliales que van a favorecer el 
posterior desarrollo de disfunción endotelial. En uno de estos trabajos se cuantificó in vitro qué 
proteínas de las células HuVEC se dañaban cuando eran cultivadas en un medio urémico, 
comparándolas con las mismas proteínas de células HuVEC incubadas en un medio sin uremia, 
observándose un aumento de proteínas relacionadas con el estrés oxidativo y con la inflamación 
en las HuVEC expuestas al medio urémico (Carbo et al. 2008), estando ambos mecanismos 
implicados en la aparición de daño endotelial desde estadios iniciales de la ERC. 
2. Causas de inflamación: 
2.1. Causas de inflamación en la ERC: 
El estado de inflamación en los pacientes con ERC tiene un origen multifactorial. A 
continuación se detallan las diferentes causas que se han sugerido como agentes causales de este 
estado, enunciándose en la Tabla 1. 
Tabla 1. Causas de inflamación en la ERC 
• Causas relacionadas con el paciente: 
1. Retención de moléculas proinflamatorias 
2. Insuficiencia cardiaca crónica con sobrecarga de volumen 
3. Procesos infecciosos 
4. Obesidad 
5. Factores genéticos 
6. Factores inmunológicos 
• Causas relacionadas con la técnica de hemodiálisis: 
1. Líquido de diálisis 
- Endotoxinas y otros productos bacterianos. 
- Acetato. 
2. Prótesis vasculares y catéteres 
3. Biocompatibilidad de la membrana de diálisis 
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2.1.1. Retención de moléculas pro-inflamatorias: 
La propia reducción de la función renal se propone como una causa fundamental en la 
producción de una respuesta inflamatoria. La disminución del filtrado glomerular provoca la 
disminución en el aclaramiento de diferentes moléculas, que bien pueden provocar una 
respuesta inflamatoria, tales como las toxinas urémicas, o que son efectoras de la respuesta 
inflamatoria en sí mismas, tales como las citoquinas. Las toxinas urémicas provocan un 
estímulo inmunológico. Hay estudios que sugieren una asociación entre el aumento de 
determinados agentes tóxicos en la uremia, como los productos finales de la glicación avanzada, 
y la inflamación (Suliman et al. 2003). Estudios in vitro muestran que estos productos pueden 
desencadenar una respuesta inflamatoria a través de su receptor celular provocando una cascada 
de señales que activan al factor de transcripción NFkB (Schwedler et al. 2001). 
El deterioro de la función renal se asocia también con un aumento en la concentración de 
citoquinas plasmáticas. Hay estudios que revelan una clara correlación entre los niveles 
sanguíneos de determinadas citoquinas y sus receptores solubles y el aclaramiento de creatinina 
(Pecoits-Filho, Lindholm & Stenvinkel 2003, Descamps-Latscha et al. 1995). Otros estudios 
muestran una disminución en la excreción urinaria de IL-6R en pacientes con ERC respecto a 
controles sanos (Memoli et al. 2000), y una disminución en el aclaramiento de TNF-α e IL-1 en 
ratas nefrectomizadas (Bemelmans, Gouma & Buurman 1993, Poole et al. 1990). 
2.1.2. Insuficiencia cardiaca crónica con sobrecarga de volumen: 
Una complicación frecuente en la ERC es la sobrehidratación, que puede contribuir 
directamente a mantener el estado de inflamación en estos pacientes. 
 Diferentes trabajos soportan la teoría de que la insuficiencia cardiaca crónica puede 
contribuir a perpetuar el estado de inflamación de los pacientes con ERC. Hay estudios que 
muestran una correlación positiva entre la hipertrofia del ventrículo izquierdo y marcadores de 
inflamación como la PCR en pacientes sometidos a hemodiálisis (Park et al. 2002). Podemos 
mencionar una publicación en la que los pacientes en diálisis, con historia de insuficiencia 
cardiaca, presentan cifras más elevadas de PCR (Wang et al. 2003). Otro estudio refiere una 
correlación positiva entre los niveles de PCR y la masa ventricular izquierda, con una 
correlación negativa entre la PCR y la fracción de eyección del ventrículo izquierdo. El mismo 
estudio revela en el análisis multivariable que el estado de inflamación crónica se considera un 
factor de riesgo independiente para el desarrollo de hipertrofia cardiaca y disfunción ventricular 
en los pacientes en hemodiálisis (Losito et al. 2003). Como posible mecanismo para 
desencadenar la respuesta inflamatoria en estos pacientes, se ha sugerido la translocación 
bacteriana o de endotoxinas, que podría aparecer en relación con el edema intestinal (Anker, 
Coats 1999).  La pérdida de función renal residual también se ha relacionado con un 
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empeoramiento de los parámetros de inflamación. Wang y cols. observaron como la pérdida de 
función renal residual en pacientes con diálisis peritoneal se asociaba con una mayor sobrecarga 
de volumen y mayor inflamación. No obstante, no pudieron  descartar  que otros mecanismos, 
tales como la menor depuración de moléculas de mediano tamaño, estuvieran implicados en 
provocar el empeoramiento de los parámetros de  inflamación (Wang et al. 2004b). 
 No está claro si el control de la situación de inflamación podría mejorar la morfología y 
funcionalidad cardiaca (Losito et al. 2003). En este sentido, podría considerarse también la 
insuficiencia cardiaca, no sólo una causa, sino una consecuencia del proceso inflamatorio.  
2.1.3. Procesos infecciosos intercurrentes: 
Diferentes estudios confirman que el desarrollo de un proceso infeccioso condiciona una 
respuesta inflamatoria. Esta respuesta se perpetúa si el proceso infeccioso se cronifica. En los 
pacientes con ERC, se ha relacionado la infección por determinados microorganismos, como 
Chlamydia pneumoniae, con la progresión de la ateroesclerosis (Stenvinkel, Heimburger & 
Jogestrand 2002, Zoccali et al. 2003, Kato et al. 2006, Kim et al. 2008). Otros estudios muestran 
una asociación entre la periodontitis crónica y la elevación de marcadores de inflamación en 
pacientes en programa de hemodiálisis (Chen et al. 2006, Buhlin et al. 2007). Incluso se ha 
llegado a demostrar una asociación estadísticamente significativa entre la periodontitis 
moderada o severa y la muerte de origen cardiovascular en pacientes en hemodiálisis 
(Kshirsagar et al. 2009), proponiéndose la hipótesis de que el tratamiento de la periodontitis 
podría reducir la muerte de origen cardiovascular en estos pacientes. En este sentido, un estudio 
mostró un descenso en los niveles de PCR y en la velocidad de sedimentación glomerular tras el 
tratamiento periodontal en pacientes en hemodiálisis (Kadiroglu et al. 2006). 
2.1.4. Obesidad: 
En la población general, la obesidad contribuye al aumento en la actividad inflamatoria. En 
los adipocitos se producen citoquinas pro-inflamatorias, tales como la IL-6 y el TNF-α. 
Además, se producen otro tipo de moléculas más específicas, que también tienen un efecto pro-
inflamatorio, como la leptina y la visfatina. Los pacientes con ERC que necesitan terapia renal 
sustitutiva con hemodiálisis presentan menor prevalencia de  obesidad que  la población general, 
relacionándose, en este grupo de pacientes, un índice de masa corporal bajo con mayor 
mortalidad (Port et al. 2002), y el exceso de peso con una mayor supervivencia (Kalantar-Zadeh 
et al. 2006, Leavey et al. 2001). No obstante, hay estudios en los que se muestra, en la población 
en hemodiálisis, una asociación entre el depósito de grasa abdominal (Cordeiro et al. 2010) o 
troncular (Axelsson et al. 2004)  y un incremento de inflamación a nivel sistémico. 
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2.1.5. Factores genéticos: 
Varios estudios han mostrado que el patrón de inflamación en los pacientes urémicos no 
guarda únicamente relación con factores ambientales, sino que también puede haber una 
predisposición genética. Según el estudio de Zacho y cols., determinados polimorfismos del gen 
de la PCR se asocian con un aumento más marcado de esta proteína, no encontrándose 
asociación entre los distintos polimorfismos de la PCR y el riesgo cardiovascular (Zacho et al. 
2008). Un pequeño estudio realizado por Zhang y cols. en pacientes en hemodiálisis mostró que 
diferentes haplotipos de la PCR predecían los niveles de la proteína, pero no predecían el riesgo 
cardiovascular (Zhang et al. 2007). Sin embargo, el estudio de Muntinghe y cols. sí mostró una 
diferencia sobre la mortalidad en 2 cohortes de pacientes en hemodiálisis con una variante 
diferente en el polimorfismo del receptor de citoquinas pro-inflamatorias CCR5. Según este 
estudio, los portadores del polimorfismo CCR5-Delta 32 tenían menos efectos adversos debidos 
a la inflamación y menor mortalidad, pudiendo considerarse el bloqueo de dicho receptor como 
una diana terapéutica en pacientes en diálisis (Muntinghe et al. 2009). Por otro lado, las 
variantes genéticas en otras citoquinas como el polimorfismo en TNF-α-308 y en IL-10-1082 se 
asociaron con un peor pronóstico en pacientes con ERC. Sin embargo, los resultados fueron 
dudosos en relación con las variantes genéticas o polimorfismos estudiados con la citoquina IL-
6 (Stenvinkel et al. 2005a). 
2.1.6. Factores inmunológicos: 
El retorno a hemodiálisis tras el fracaso de un trasplante renal cada vez es más frecuente. 
Se ha considerado que podría ser beneficioso para el paciente mantener el injerto renal, incluso 
con dosis bajas de inmunosupresión, para obtener una mínima función renal residual. Sin 
embargo, al menos en algunos casos, el trasplante renal puede actuar como un potente activador 
del proceso inflamatorio. Hay ocasiones en que los pacientes se encuentran asintomáticos, 
evidenciándose únicamente una elevación en los marcadores de inflamación. La única forma de 
revertir esta situación es mediante la transplantectomía del injerto renal (Lopez-Gomez et al. 
2004). 
2.2. Causas de inflamación durante la hemodiálisis: 
Hay una amplia evidencia de que diferentes aspectos relacionados con el procedimiento de 
la hemodiálisis pueden producir inflamación. Se han propuesto diferentes mecanismos para 
activar este proceso inflamatorio en pacientes en hemodiálisis: en primer lugar, la retención de 
moléculas pro-inflamatorias eliminadas habitualmente por el riñón; en segundo lugar, el 
aumento del stress oxidativo; y en último lugar, la estimulación de células presentadoras de 
antígeno, fundamentalmente los monocitos, de forma directa o a través de diferentes 
contaminantes. 
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2.2.1. Biocompatibilidad del sistema de hemodiálisis:  
La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material, dispositivo o sistema 
para llevar a cabo su función sin una respuesta significativa del huésped para una aplicación 
específica (Gurland et al. 1994). 
La necesidad de la circulación extracorpórea de la sangre y el contacto de la misma con la 
membrana y el líquido de diálisis provocan una compleja respuesta humoral y celular por parte 
del organismo. La situación ideal sería que el material de conducción sanguínea fuese 
equivalente a la célula endotelial. De todos los elementos involucrados en la diálisis, la 
composición química y las características intrínsecas de la membrana de diálisis son sin duda 
los factores más relevantes en la evaluación de la biocompatibilidad (Gurland et al. 1994, 
Rodriguez Bent, Hernandez Herrera & Aljama Garcia 2006). Otro factor fundamental para la 
biocompatibilidad del sistema de hemodiálisis lo constituye el líquido de diálisis, de ahí la 
importancia de su pureza (Pérez García, González Parra & Sociedad Española de Nefrología 
2006). 
2.2.2. Líquido de diálisis: importancia del líquido ultrapuro: 
Durante la sesión de hemodiálisis se ha demostrado que es posible la transferencia de 
diferentes sustancias pirógenas a la sangre, a través del dializador (Tabla 2). Es conocido que las 
endotoxinas pueden atravesar cualquier tipo de membrana. Las membranas de alta 
permeabilidad permiten incluso con más facilidad el paso de estas sustancias a la sangre, debido 
a que con estos dializadores es habitual el fenómeno de la retrofiltración, y de hecho, hay 
estudios que demuestran que la denominada reacción a pirógenos es más frecuente con 
membranas de alta permeabilidad que con membranas de baja permeabilidad (Perez-Garcia et 
al. 1995). Sin embargo, las membranas de diálisis desarrolladas en los últimos años, como la 
polisulfona, la poliamida o la polietersulfona, son capaces de absorber endotoxinas, 
disminuyendo la transferencia de las mismas (Lonnemann 1993) y evitando las reacciones a 
pirógenos. 
Las endotoxinas en contacto con la sangre provocan la activación monocitaria y la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias. El impacto de este proceso depende de muchos 
factores, como el tipo o cantidad de endotoxina y las diferentes respuestas del huésped. Por 
ejemplo, es necesaria la presencia de determinadas proteínas en la sangre, como la proteína 
transportadora de lipopolisacárido o la proteína bactericida inductora de permeabilidad 
(Sundaram, King & Pereira 1997), para desencadenar una respuesta inflamatoria. En este 
sentido, el estado nutricional e inmunológico del paciente puede determinar diferentes 
respuestas en relación con la misma técnica de hemodiálisis (Jofre et al. 2006). 
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Tabla 2. Sustancias pirógenas derivadas de bacterias. 
(Adaptado de Jofre et al. 2006) 
Componentes de la pared bacteriana: 
Lipopolisacáridos 
Lípido A 
Otros fragmentos de lipopolisacárido 
Peptidoglicanos 
Muramilpéptidos 
Otros 
Otros componentes de la célula: 
ADN bacteriano 
Toxinas secretadas: 
Exotoxina A 
Fragmentos de exotoxinas A 
Otras exotoxinas 
 
Para minimizar el posible paso de sustancias pirógenas a la sangre, en los últimos años se 
ha reconocido la importancia de utilizar un líquido de diálisis de alta calidad. Para conseguir un 
líquido de diálisis con estas características es necesario utilizar un agua altamente purificada. 
Según las guías de calidad, la contaminación bacteriana máxima admisible en el líquido de 
diálisis estándar predializador es de 1.000 UFC/ml, debiendo ser la concentración de 
endotoxinas inferior a 0,5 UE/ml (Pérez García, González Parra & Sociedad Española de 
Nefrología 2006). Cuando se realiza diálisis de alto flujo, con membranas de alta permeabilidad, 
con las que se produce retrofiltración, y de forma indispensable, con las técnicas de 
hemofiltración o hemodiafiltración, el líquido de diálisis utilizado que se exige se denomina 
ultrapuro o altamente purificado. En este caso, la contaminación bacteriana máxima admisible 
es de 1 UFC/ml, y la de endotoxinas 0,03 UE/ml. Sabemos que se puede producir una 
estimulación de los monocitos con niveles plasmáticos de endotoxinas tan bajos como 0,05 
ng/ml. Por ello, se ha escogido un nivel de endotoxinas para el líquido de diálisis ultrapuro 
semejante al de los líquidos estériles, con lo que se asegura que no hay endotoxinas suficientes 
para estimular a los monocitos. Según las guías, para minimizar la inflamación de los pacientes 
en hemodiálisis, todas las unidades de diálisis deberían trabajar para conseguir un líquido de 
diálisis ultrapuro para todas las modalidades de diálisis. 
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2.2.3. Líquido de diálisis: efecto del acetato. 
La utilización de acetato como tampón de la solución del líquido de diálisis se sabe que 
puede producir efectos adversos sobre el paciente, tales como inestabilidad hemodinámica y  
depresión en la contractilidad miocárdica (Vincent et al. 1982, Herrero et al. 1994). Los 
mecanismos por los que el acetato produce estos efectos no se conocen con exactitud, aunque 
hay estudios que refieren un aumento en la actividad de la óxido nítrico sintetasa (NOS), enzima 
productora de óxido nítrico, en células endoteliales incubadas con solución con acetato frente a 
aquellas células cultivadas con solución sin acetato, en las que no se observaban cambios en la 
actividad de la NOS (Amore et al. 1997). La estimulación periódica de la NOS en las células 
endoteliales con el líquido de diálisis tamponado con acetato podría tener relevancia en el 
desarrollo de la patología cardiovascular de los pacientes en hemodiálisis. No obstante, la 
mínima cantidad de acetato que se utiliza en la diálisis con bicarbonato, aunque es capaz de 
producir la activación de la NOS in vitro, probablemente sea rápidamente metabolizada y no 
llegue a alterar la actividad de la NOS in vivo. También hay estudios que refieren que el acetato 
es capaz de provocar el aumento de la síntesis de citoquinas, tales como la IL-1 (Bingel et al. 
1987). 
2.2.4 Prótesis vasculares y catéteres: 
El tipo de acceso vascular tiene una gran relevancia en la evolución de los pacientes en 
hemodiálisis. Los pacientes portadores de catéter tunelizado tienen una mayor comorbilidad y 
una menor supervivencia en hemodiálisis que los pacientes portadores de fístula arteriovenosa. 
Respecto a la situación de inflamación, según un estudio, los pacientes con catéter tunelizado 
tienen cifras más elevadas de PCR y una mayor resistencia a la eritropoyetina que los pacientes 
portadores de prótesis arteriovenosas, teniendo los pacientes con fístula arteriovenosa autóloga 
los niveles más bajos de PCR (Movilli et al. 2006). Otros estudios refieren que los pacientes 
portadores de prótesis arteriovenosas trombosadas tienen cifras más elevadas de PCR, productos 
finales de glicación avanzada (AGEs) y moléculas de adhesión endotelial (Nassar, Fishbane & 
Ayus 2002, Cai et al. 2006, Chang et al. 2005). Estos resultados apoyan que el acceso vascular 
protésico trombosado puede provocar un empeoramiento del estado inflamatorio. Retirar el 
acceso vascular trombosado condicionaría una mejoría de los parámetros de inflamación 
(Nassar, Fishbane & Ayus 2002). 
2.2.5. Biocompatibilidad de la membrana de diálisis: 
En el tratamiento con hemodiálisis, la interacción entre la sangre y la superficie artificial de 
la membrana de diálisis tiene una especial relevancia, debido a la naturaleza crónica del 
tratamiento. Las membranas son generalmente polímeros, es decir, una repetición de 
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monómeros idénticos repetidos. La forma más habitual de clasificar las membranas de diálisis 
atiende a su composición y grado de permeabilidad (Tabla 3).  
 
Tabla 3. Clasificación de las membranas de diálisis 
(Adaptado de Martin Malo, De Francisco 2010)  
• Composición del material 
Celulósicas: 
1. Celulósica no modificada (baja permeabilidad) 
(cuprofán, acetato de celulosa, cuproamonio rayón) 
2. Celulósica modificada o regenerada (baja permeabilidad) 
(hemofán) 
3. Celulosa modificada o regenerada (alta permeabilidad) 
(triacetato de celulosa) 
4. Recubiertas de vitamina E 
Sintéticas: 
1. Baja permeabilidad 
(policarbonato, polisulfona, poliamida) 
2. Alta permeabilidad 
(polisulfona, poliamida, polinefrona, polietersulfona, polimetilmetacrilato, 
poliacrilonitrilo) 
• Permeabilidad (según el coeficiente de ultrafiltración (Kuf) 
Alta: >20ml/h/mmHg. 
Intermedia: 12-20 ml/h/mmHg.. 
Baja: <10-12 ml/h/mmHg. 
 
Hay múltiples estudios que comparan la biocompatibilidad de las membranas evaluando 
diferentes parámetros. Algunos análisis pueden realizarse fácilmente en el marco clínico 
habitual, aunque otras técnicas requieren laboratorios especializados. Entre los parámetros que 
se han utilizado para evaluar la biocompatibilidad de cada dializador se encuentran: su 
capacidad trombogénica, la capacidad de activar el complemento, la capacidad de activar los 
leucocitos, la capacidad de inducir la producción de ROS, y la capacidad de inducir la síntesis 
de diferentes citoquinas (Tabla 4). 
Tabla 4. Fenómenos de interacción de la sangre con la membrana de diálisis 
-Trombogenicidad 
-Activación del complemento 
-Activación celular 
-Incremento de ROS 
-Incremento de citoquinas proinflamatorias 
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2.2.5.1. Capacidad trombogénica del dializador: 
El potencial trombogénico de un dializador es dependiente del tipo de polímero de 
membrana, de su permeabilidad, y del diseño del dispositivo, que repercute sobre las 
condiciones del flujo (Vienken 2006). Los factores responsables del potencial 
trombogénico de las membranas de diálisis son la energía libre superficial, la carga, la 
rugosidad, y la composición química de la membrana del dializador (Tsunoda et al. 1999). 
El sistema extrínseco de la cascada de coagulación es activado por las superficies 
cargadas negativamente, por lo que los polímeros de membrana que poseen una superficie 
aniónica como las membranas de poliacrinonitrilo se pueden considerar más trombogénicas 
que las membranas de polímeros más neutros como la polisulfona. Por ello, con la 
membrana AN69 de poliacrinonitrilo se observaron no solo niveles más altos de adsorción 
del factor XII, sino de autoactivación del factor XIIa (Matata et al. 1996). 
Los estudios clínicos que investigan la activación de la coagulación en distintos tipos de 
membrana y que utilizan la formación ex vivo del complejo de trombina-antitrombina III, 
como parámetro de coagulación, han revelado una mayor formación de dicho complejo con 
las membranas de poliacrininitrilo que con las membranas de polisulfona o celulosa 
regenerada (Mulvihill et al. 1997). 
A diferencia de los factores de coagulación, las plaquetas se adhieren más a las cargas 
catiónicas y a los materiales hidrofóbicos. En este sentido, se ha objetivado una reducción 
significativa en el recuento plaquetario tras 15 minutos de diálisis con dializadores de 
acetato de celulosa hidrofóbico (Verbeelen et al. 1991). 
2.2.5.2. Activación del complemento provocada por el dializador: 
Las membranas de celulosa regenerada y sin modificar generan una mayor activación 
del complemento que los restantes tipos de membranas de diálisis. Esto se debe a la unión 
del factor del complemento C3b a los grupos hidroxilo, localizados en la superficie de este 
tipo de membranas. La sustitución parcial de estos grupos hidroxilo de las membranas por 
grupos acetilo, dietilaminoetilo o benzilo, o bien el recubrimiento con polietilenglicol, 
proporcionan una reducción notable de la activación del complemento. 
También se ha detectado activación del complemento desencadenada por la unión de 
proteínas reguladoras como el factor D con la membrana de poliacrinonitrilo (Pascual, 
Schifferli 1993). 
Los parámetros más utilizados para evaluar la activación del complemento por las 
membranas de hemodiálisis son los factores del complemento C3a y C5a. No obstante, es 
difícil interpretar los valores de estos parámetros, ya que pueden ser absorbidos o filtrados 
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por las distintas membranas de diálisis, y pueden unirse a receptores plasmáticos. La 
síntesis de factores de activación del complemento se produce entre 15 y 30 minutos 
después de haber iniciado la sesión de hemodiálisis, y se recupera la normalidad 
prácticamente al final de la sesión. Debido a la estimulación crónica 3 veces por semana, 
las membranas de celulosa regenerada pueden inducir a largo plazo la supresión de la 
activación del complemento. El mecanismo no se conoce con exactitud, pero podría estar 
relacionado con el aumento de proteínas reguladoras del complemento, como el factor H y  
la proteína asociada al complemento SP-40 (Ohi, Tamano & Sudo 2001). 
2.2.5.3. Activación celular provocada por el dializador: 
El contacto de la sangre con las distintas membranas de diálisis induce una activación 
leucocitaria, que puede manifestarse con alteraciones en su funcionalidad. La forma más 
generalizada de evaluar la activación leucocitaria es la leucopenia que habitualmente se 
produce entre 15 y 30 minutos después del inicio de la hemodiálisis. Esta leucopenia se 
debe al aumento en la expresión de los receptores CD11b/CD18 y CD15s, que conduce a la 
adhesión, agregación y secuestro de los leucocitos en el pulmón. Las alteraciones en la 
funcionalidad leucocitaria están mediadas en parte por el complemento, por lo que existe 
una asociación entre la leucopenia y la activación del complemento. Las membranas de 
celulosa no modificada provocan una leucopenia más severa que las membranas de 
celulosa modificada. Las membranas sintéticas pueden inducir un descenso de los 
leucocitos moderado, bajo o muy bajo, dependiendo del polímero que las constituye. Por 
ejemplo, la poliamida y la polisulfona producen una leucopenia similar, aproximadamente 
del 12%, después de 15 minutos de hemodiálisis (Vienken 2006). 
Las membranas de diálisis también pueden inducir la apoptosis de los neutrófilos, tanto 
de forma directa, como a través de la interacción con los monocitos. La producción de ROS 
parece influir en este proceso. Hay estudios que refieren un porcentaje de apoptosis más 
elevado con los dializadores de hemofán y cuprofán, moderado con los dializadores de 
diacetato de celulosa y relativamente bajo con los de poliacrinonitrilo y polisulfona 
(Martin-Malo et al. 2000). 
2.2.5.4. Producción de ROS inducida por el dializador: 
El tratamiento con hemodiálisis induce un mayor estrés oxidativo en los pacientes con 
ERC, que ya basalmente presentan una deficiencia en los sistemas antioxidantes. La 
producción de ROS puede detectarse indirectamente, a través de la medición de los niveles 
plasmáticos de productos de oxidación de las proteínas, como la oxidación de los grupos 
tiol de las proteínas plasmáticas. El incremento más acusado de ROS durante la diálisis se 
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ha descrito con las membranas que producen una mayor activación del complemento 
(Himmelfarb et al. 1993, Bonomini et al. 1999). 
Entre las medidas que se han considerado para intentar evitar la inducción del estrés 
oxidativo, se encuentra la utilización de membranas recubiertas con vitaminas 
antioxidantes, como la vitamina E. Así, un estudio realizado con este tipo de membrana 
(Excebrane) mostró, tras tres meses de tratamiento, un aumento del 10% en las 
concentración plasmática de vitamina E. Sin embargo, este estudio no reveló una mejoría 
en cuanto a la reducción del estrés oxidativo (Galli, Canestrari & Buoncristiani 1999). 
2.2.5.5. Producción de citoquinas pro-inflamatorias inducida por el dializador: 
Las características de cada dializador pueden influir sobre la cantidad de citoquinas pro-
inflamatorias circulantes. Entre los factores que pueden determinar la cantidad de 
citoquinas se encuentran la permeabilidad del dializador, la tasa de ultrafiltración y la 
capacidad de adsorción de citoquinas por el mismo (Bingel et al. 1988, Lonnemann et al. 
1988). 
Un estudio in vitro realizado para comparar el efecto de distintos dializadores, reveló 
una mayor proporción de monocitos con alto contenido en citoquinas con la membrana de 
hemofán que con la de poliamida. En este estudio pudo confirmarse que al poner los 
monocitos en contacto con un estímulo como el lipopolisacárido de origen bacteriano 
fueron secretadas más citoquinas de origen monocitario con hemofán que con poliamida 
Concluyeron en este estudio que la hemodiálisis con poliamida y el hemofán no inducían 
cambios en la concentración plasmática de citoquinas, pero con hemofán se observó una 
mayor preactivación monocitaria. Los monocitos preactivados contienen una mayor 
cantidad de citoquinas, que podrían ser liberadas con un segundo estímulo, como es el 
contacto con endotoxinas (Girndt, Heisel & Kohler 1999). 
Qian J y cols. evaluaron los niveles plasmáticos y la expresión génica de IL-1β con 
distintos dializadores. No observaron diferencias en los niveles plasmáticos de IL-1β, pero 
la expresión génica fue tres veces superior con la celulosa regenerada, comparada con el 
polimetilmetacrilato y con la polisulfona (Qian et al. 1995). Esto indicaría que las 
membranas de celulosa regenerada propician la expresión génica de citoquinas, pero no 
necesariamente su liberación desde las células, pudiendo permanecer estables los niveles 
plasmáticos de las citoquinas durante el tratamiento. 
2.2.6. Importancia del transporte convectivo: 
En los últimos años ha habido avances muy significativos respecto al tratamiento con 
hemodiálisis, particularmente en relación con la introducción de técnicas con mayor transporte 
convectivo, como la hemodiálisis on-line. Se han realizado varios estudios para analizar los 
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posibles efectos beneficiosos de esta técnica sobre el estado inflamatorio. Estos estudios 
muestran una reducción en el porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+ con la 
hemodiálisis on-line respecto a la hemodiálisis convencional de alto flujo (Ramirez et al. 2011, 
Kim et al. 2011), así como un descenso en los marcadores de daño endotelial (Carracedo et al. 
2006). Esta mejoría parece claramente dependiente del transporte convectivo, ya que cuando los 
pacientes recibían tratamiento con hemodiálisis de alto flujo la proporción de monocitos 
CD14+CD16+ volvía a aumentar (Carracedo et al. 2006). No obstante, a pesar de la mejoría en 
los parámetros de inflamación y daño endotelial en estos pacientes, el porcentaje de monocitos 
activados no llegaba a ser tan bajo como en un sujeto sano. 
3. Consecuencias de la inflamación en la ERC: 
3.1. Síndrome de desgaste proteico-energético: 
Los pacientes con ERC avanzada de forma muy frecuente presentan anorexia, lo que 
conduce a una pérdida progresiva de peso, con disminución del tejido adiposo y de la masa 
muscular (Stenvinkel, Heimburger & Lindholm 2004, Pupim, Ikizler 2003). El concepto clásico 
de malnutrición urémica o caquexia urémica (Stenvinkel et al. 1999) ha evolucionado en los 
últimos años gracias al mejor conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos implicados, 
como la inflamación, el hipercatabolismo proteico y la anorexia (Gracia-Iguacel et al. 2013). La 
valoración del impacto de la malnutrición sobre la ERC está dificultada por la existencia de 
diferentes criterios diagnósticos y definiciones. Recientemente, se ha definido el síndrome de 
protein energy wasting (PEW) (Fouque et al. 2008), en un intento de unificar las terminologías 
asociadas al concepto de malnutrición en la ERC. El Grupo de Trabajo de Nutrición de la 
Sociedad Española de Nefrología ha propuesto el término desgaste proteico-energético como el 
que mejor define en habla hispana el concepto anglosajón del PEW (Gracia-Iguacel et al. 2013). 
El síndrome de desgaste proteico-energético se define como un estado patológico en el que hay 
un descenso o desgaste continuado tanto de los depósitos proteicos como de las reservas 
energéticas, incluyendo la pérdida simultánea de grasa y músculo en el paciente urémico.  
Diferentes estudios han mostrado que la inflamación está implicada en este proceso, observando 
que la masa muscular estaba inversamente correlacionada con la IL-6 y con la PCR en pacientes 
en hemodiálisis, incluso tras haber ajustado los valores por edad y sexo (Wang et al. 2004a). 
Johansen y cols. encontraron una asociación entre el descenso de los marcadores de masa 
muscular y la elevación de los niveles de IL-1β en el seguimiento durante 1 año de pacientes en 
hemodiálisis (Johansen et al. 2003).  
Las citoquinas pro-inflamatorias interactúan a través de diferentes vías con el sistema 
nervioso central, afectando áreas relacionadas con la regulación del apetito. Existen algunos 
estudios que demuestran una asociación entre la pérdida de apetito y la elevación de parámetros 
de inflamación como IL-6 y TNF-α en pacientes en hemodiálisis (Carrero et al. 2007a, 
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Kalantar-Zadeh et al. 2004). La IL-6 derivada del tejido músculo-esquelético podría contribuir 
al incremento de IL-6 que se produce durante la sesión de hemodiálisis (Raj et al. 2005, 
Garibotto et al. 2006). Además, niveles elevados de IL-6 se han relacionado con diferentes 
parámetros de desnutrición en pacientes urémicos (Pecoits-Filho et al. 2002), indicando la 
importancia que tiene esta citoquina en el desarrollo de la desnutrición y del catabolismo 
muscular (Axelsson et al. 2004, Carrero et al. 2008). 
3.2. Anemia: 
La principal causa de la anemia secundaria a la ERC es la deficiencia de eritropoyetina, 
pero también se han propuesto otros factores etiológicos relacionados con la inflamación. Los 
monocitos activados producen citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-1, IL-6, TNF-α o 
INF-γ, implicadas en la inhibición de la eritropoyesis. El mecanismo exacto no se conoce, 
aunque parece haber una inducción de la apoptosis de células progenitoras de la serie eritroide 
(Macdougall, Cooper 2005).  
Otro mecanismo relacionado con la inflamación es la producción de hepcidina en el hígado, 
un péptido que inhibe la absorción intestinal de hierro, y que es secretado al torrente sanguíneo 
por los macrófagos. La transcripción de hepcidina está inducida por la citoquina IL-6 (Nicolas 
et al. 2002, Atanasiu, Manolescu & Stoian 2007, Lee et al. 2005), por lo tanto, en situaciones de 
mayor inflamación, aumenta la expresión de hepcidina y disminuye la absorción de hierro, 
aumentando como consecuencia la anemia. 
3.3. Ateroesclerosis: 
La ateroesclerosis se considera, al menos en parte, un proceso inflamatorio. Sin embargo, 
todavía no se conocen con exactitud los mecanismos por los que la inflamación conduce a la 
progresión de la ateroesclerosis. 
En los pacientes con ERC, la calcificación vascular tiene un papel fundamental en la 
generación de la ateroesclerosis. Es estos pacientes, se produce un proceso similar a la 
mineralización ósea en la pared vascular, con el depósito de cristales de fosfato cálcico. 
Recientemente, se ha demostrado que estos cristales podrían interactuar con los monocitos, 
induciendo inflamación por la vía de la proteína kinasa C y las MAP kinasas (Nadra et al. 
2005). 
La Fetuína-A es el inhibidor de osificación mejor estudiado. Ratones deficientes en el gen 
de la Fetuína-A desarrollan de forma temprana calcificaciones en los tejidos blandos y mueren 
jóvenes (Schafer et al. 2003). En los pacientes con ERC, los bajos niveles circulantes de 
Fetuína-A se asocian con un aumento en la mortalidad de origen cardiovascular (Ketteler et al. 
2003, Stenvinkel et al. 2005b, Hermans et al. 2007). La inflamación se ha propuesto como un 
factor desencadenante del descenso de los niveles de Fetuína-A en los pacientes con ERC, ya 
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que la presencia de citoquinas pro-inflamatorias regula a la baja los niveles de Fetuína-A 
circulante (Gangneux et al. 2003, Moe, Chen 2005). También existen estudios en pacientes en 
programa de diálisis peritoneal en los que se asocian los niveles de Fetuína-A con calcificación 
de las válvulas cardiacas y con el estado de inflamación de los pacientes (Wang et al. 2005). 
Hay otros estudios que sugieren una asociación entre inflamación y calcificación vascular. 
La citoquina TNF-α puede inducir mineralización de las células vasculares in vitro (118, 
seminars). El cocultivo de estas células con monocitos o macrófagos (productores de citoquinas) 
acelera el proceso de mineralización (Tintut et al. 2002).   
3.4. Alteración de funciones endocrinas: 
El riñón tiene un papel modulador de las funciones endocrinas. Como consecuencia, el 
estado de uremia se asocia con anormalidades en la síntesis y acción de muchas hormonas. La 
disfunción hormonal puede agravarse por el estado de inflamación crónica. Diferentes estudios 
corroboran esta hipótesis. Por ejemplo, hay un estudio que refiere que la inflamación inhibe la 
acción de la hormona del crecimiento (GH) (Cooney, Shumate 2006). La resistencia al efecto 
anabólico del eje hormona del crecimiento/factor del crecimiento insulínico tipo 1 (GH/IGF-1) 
podría ser otro factor que contribuye a la pérdida de fuerza y de masa muscular que 
habitualmente presentan los pacientes con ERC. Según un estudio realizado en pacientes en 
hemodiálisis, la infusión de GH a pacientes sin inflamación disminuía el potasio plasmático y 
tenía una repercusión sobre el balance proteico, pero no producía ningún efecto sobre los 
pacientes inflamados (Garibotto et al. 2008). Esto indicaría que la resistencia a la GH no está 
relacionada con la uremia, sino con el estado de inflamación. 
Las hormonas tiroideas, tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), son responsables de la 
regulación del metabolismo. La proporción T4 /T3 en la sangre es aproximadamente 20/ 1. La T4 
se transforma en el hígado y en otros órganos en la forma metabólicamente activa, la T3 (tres a 
cuatro veces más potente que la T4). Sus efectos son el aumento del metabolismo basal, 
indispensable para un correcto desarrollo fetal, y el funcionamiento adecuado de varios sistemas 
como el cardiovascular, el músculo-esquelético, el hematopoyético, y el hormonal. Se sabe que 
la inflamación crónica también puede inducir un hipotiroidismo subclínico, situación que se 
observa con relativa frecuencia en los pacientes con enfermedad renal terminal (Zoccali et al. 
2005, Carrero et al. 2007b). La inyección de IL-6 en sujetos sanos reduce la conversión de T4 a 
T3 (Torpy et al. 1998). Hay estudios clínicos que han demostrado que la disminución en los 
niveles de la hormona T3 se correlaciona con marcadores de inflamación sistémica, y es un 
predictor independiente de mortalidad en pacientes con ERC estadio 5 (Carrero et al. 2007b), en 
pacientes en hemodiálisis (Zoccali et al. 2006), y en pacientes en diálisis peritoneal (Enia et al. 
2007). La disminución de los niveles de la hormona T3 circulante también se relaciona con un 
empeoramiento de la funcionalidad cardiaca (Zoccali et al. 2006, Kang et al. 2008). En estudios 
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realizados en pacientes portadores de transplante renal, la disminución en los niveles de la 
hormona T3 antes del trasplante predijo una menor supervivencia del injerto (Rotondi et al. 
2008).  
La inflamación persistente también puede producir una disminución en los niveles de 
testosterona. Según Carrero y cols., más del 50% de los pacientes con ERC terminal podrían 
padecer un déficit de testosterona, lo cual está relacionado con marcadores de inflamación 
sistémica y con un riesgo incrementado de mortalidad (Carrero et al. 2009). 
3.5. Aumento de mortalidad: 
La enfermedad cardiovascular es la causa más frecuente de muerte en los pacientes con 
ERC terminal, siendo la causa de fallecimiento en aproximadamente la mitad de los pacientes 
en hemodiálisis.  
 La PCR, proteína reactante de fase aguda que se eleva de forma característica en 
situaciones de inflamación, es predictora de la mortalidad de origen cardiovascular en la 
población general. En pacientes en hemodiálisis, los niveles más elevados de PCR se asocian 
con el aumento de riesgo de muerte de cualquier causa de origen cardiovascular (Zimmermann 
et al. 1999). 
Se considera que el estado inflamatorio puede tener un efecto catalizador sobre otros 
factores de riesgo. De este modo, se propone la hipótesis de que la inflamación persistente de 
grado bajo, frecuentemente observada en los pacientes con ERC, podría modular el efecto de 
otros factores de riesgo como la malnutrición y la enfermedad cardiovascular (Carrero, 
Stenvinkel 2009), empeorando la situación del paciente. La inflamación se considera un factor 
etiológico de malnutrición, pero también puede interactuar con el estado de malnutrición y la 
enfermedad cardiovascular para incrementar el riesgo de mortalidad. Según el estudio de 
Mutsert y cols, la presencia de inflamación, enfermedad cardiovascular y malnutrición se asoció 
con 16 muertes/100 personas al año, una tasa de mortalidad más alta que la esperada para cada 
uno de estos factores por separado (De Mutsert et al. 2008). En este sentido, las observaciones 
epidemiológicas se traducen en el acuñamiento del nuevo síndrome MIA (malnutrición, 
inflamación y ateroesclerosis), en el cual “el todo es más que la suma de sus partes”. Parekh y 
cols observaron que, aunque la muerte súbita es más frecuente en los pacientes con ERC 
terminal, ésta aumentaba significativamente si existía malnutrición e inflamación, 
independientemente de los factores de riesgo cardiovascular clásicos. Específicamente, los 
pacientes que tenían niveles más altos de PCR y niveles más bajos de albúmina, presentaban 
con más frecuencia muerte súbita (Parekh et al. 2008). En otro estudio realizado en pacientes en 
hemodiálisis, el incremento de la PCR y de los monocitos activados CD14+CD16+ aumentaba el 
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riesgo de mortalidad, sugiriendo un efecto sinérgico de ambos parámetros de inflamación sobre 
la mortalidad (Heine et al. 2008). 
Todos estos datos son un reflejo de la importancia que tiene intentar corregir la situación de 
inflamación crónica en los pacientes con ERC, un proceso clínicamente insidioso, pero cuyas  
consecuencias son tan relevantes como un aumento de mortalidad en estos pacientes. 
4. Marcadores de inflamación: 
4.1. Proteína C reactiva (PCR): 
La PCR es el marcador de inflamación más extensamente utilizado en la práctica clínica. 
Esta proteína se eleva rápidamente tras un estímulo inflamatorio. Se produce en los hepatocitos, 
principalmente en respuesta a una elevación en los niveles de IL-6. También la IL-1ß y los 
glucocorticoides inducen la síntesis hepática y liberación de la PCR. Una vez liberada, la PCR 
se une a su ligando principal, la fosfocolina, que es un componente de la pared bacteriana y de 
los hongos, disparando así la activación de la cascada del complemento y la respuesta 
fagocítica. En humanos, la PCR es la proteína de fase aguda más estudiada y puede aumentar 
hasta 1000 veces  entre  24 y 48 horas después de una infección, inflamación o daño tisular. Su 
vida media es de 19 horas, lo que facilita su detección en la circulación sanguínea. Los valores 
de PCR en un sujeto sano deben ser menores de 0,15 mg/L. No obstante, un estilo de vida no 
saludable, como el sedentarismo, obesidad y consumo de tabaco puede hacer que se 
incrementen los niveles de PCR. Los niveles medios de PCR en la población general oscilan 
entre 1 y 3 mg/L. En algunos estudios se ha utilizado la PCR ultrasensible, aunque 
recientemente se ha demostrado que la cuantificación convencional de PCR en pacientes en 
hemodiálisis predice el riesgo de mortalidad con la misma eficacia que la PCR ultrasensible 
(Kanaan et al. 2008, Grootendorst et al. 2007). 
Los pacientes europeos en diálisis tienen unos niveles medios de PCR de 7-8 mg/L, siendo 
estos niveles algo más elevados en Estados Unidos, y sustancialmente más bajos en Corea y 
Japón (Wang et al. 2004a, Nascimento et al. 2004, Stenvinkel et al. 2002, Kaizu et al. 2003, 
Muntner et al. 2004, Avesani et al. 2004). Según el estudio NHANES, aproximadamente el 50% 
de los pacientes con filtrado glomerular estimado entre 15-60 ml/min tienen unos niveles de 
PCR>2,1 mg/L. Los pacientes diabéticos generalmente tienen niveles algo más elevados de 
PCR que los no diabéticos (Wanner et al. 2005). 
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4.2. Citoquinas: 
4.2.1. Interleuquina 6 (IL-6): 
La IL-6 es una citoquina pleiotrópica expresada en muchas células. Inicialmente recibió  
diferentes nombres en relación con las distintas funciones que realizaba, aunque posteriormente 
se descubrió que todas estas acciones estaban relacionadas con un gen común, que fue 
denominado IL-6 (Kishimoto 1989, Van Snick 1990). Es una molécula de 212 aminoácidos, con 
estructura helicoidal y que en ocasiones puede estar glicosilada. El receptor funcional para IL-6 
es un complejo de dos glicoproteínas transmembrana, la glicoproteína gp130 de 130 KDa, 
encargada de transducir la señal, y la glicoproteína gp80 de 80 KDa, encargada de unirse al 
ligando o IL-6, denominándose receptor de IL-6 (IL-6R). En el organismo muchas células 
expresan IL-6, destacando principalmente las células beta de los islotes pancreáticos, pero 
también se expresa en células T CD8+, fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales, 
monocitos y células B, entre otras. 
La IL-6 circulante se encuentra en sangre a niveles de 1 pg/ml en individuos normales. Los 
niveles se elevan ligeramente en la menstruación, moderadamente en el cáncer tipo melanoma 
(10 pg/ml) y de un modo sustancial tras una cirugía (30-430 pg/ml). 
Su función se considera crucial en la respuesta inflamatoria aguda, ya que promueve la 
activación y proliferación linfocitaria, la diferenciación de células B, el reclutamiento de 
leucocitos y la regulación de la síntesis de PCR, IL-4, fibrinógeno y albúmina (Stenvinkel et al. 
2005). Tiene efectos tanto pro-inflamatorios como anti-inflamatorios. También modula la 
reabsorción del hueso y promueve hematopoyesis (Kishimoto 1989, Van Snick 1990). 
La IL-6 se considera el mejor marcador pronóstico de mortalidad en pacientes con ERC, 
siendo incluso mejor que la PCR, el TNF-α o la albúmina (Barreto et al. 2010, Zoccali, Tripepi 
& Mallamaci 2006, Pachaly et al. 2008). El aumento de esta citoquina en plasma se ha asociado 
de manera independiente con el aumento de la PCR, la albúmina y el grado de severidad de la 
insuficiencia renal. Por el momento, a pesar de ello, no es tan accesible en la práctica clínica 
habitual como otros marcadores.  
4.2.2. TWEAK: 
El TWEAK es una citoquina que pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral 
(TNF). Como el TNF,  es un inductor débil de la apoptosis celular. Ejerce sus efectos biológicos 
a través de su unión al receptor Fn14, destacando su efecto como mediador de la respuesta 
inflamatoria al activar la expresión de genes pro-inflamatorios por la vía de NF-kB (Figura 1) 
(Dogra et al. 2007). Estudios experimentales en animales sugieren que TWEAK podría estar 
implicado en la progresión de la ERC, participando en reacciones inflamatorias en el túbulo 
renal (Sanz et al. 2010, Sanz et al. 2008, Justo et al. 2006). La IL-6 induce la producción de 
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Fn14, el receptor de TWEAK. En este sentido, se ha sugerido que la inflamación crónica podría 
intensificar los efectos de TWEAK, a través del aumento de la síntesis de su receptor (Winkles 
2008). En la actualidad se cree que la inhibición de la actividad de TWEAK podría retrasar la 
progresión de la ERC y la pérdida de masa muscular. Por otro lado, Yilmaz y cols refieren en su 
estudio que el tratamiento antihipertensivo en pacientes diabéticos con ERC estadio 1 reduce la 
proteinuria y la concentración de TWEAK en pacientes hipertensos (Yilmaz et al. 2010). 
 
Figura 1.- Mecanismo del TWEAK sobre la inflamación. 
TWEAK 
Fn14 
TRAF6 
TRAF5 
cIAP1 
TRAF2 
Extracelular  
Citoplasma 
Núcleo 
Activa expresión de genes inflamatorios 
NIK 
IKKα 
Vía Alternativa 
NF-kB 
TAK1 
IKKβ 
Vía Canónica 
NF-kB 
p50 p65 
IkB 
IkB 
P 
INFLAMACIÓN 
Activación 
NFkB 
P 
p50 p65 
p50 p65 
Introducción 
 
24 
 
4.3. Activación monocitaria: 
Los monocitos son células de la línea mieloide que se originan a partir de células de origen 
hematopoyético en la médula ósea, en respuesta al factor estimulador de la colonia de 
macrófagos. Las células progenitoras se diferencian en monoblastos y luego en pro-monocitos, 
los cuales llegan a la corriente sanguínea como monocitos. Los monocitos circulan en sangre 
periférica antes de entrar en los tejidos en forma de macrófagos.  
En ratones, los monocitos circulantes se clasifican en 2 poblaciones basándose en la 
expresión de marcadores específicos de superficie, dando lugar a monocitos inflamatorios o 
monocitos residentes. En humanos, existe gran heterogeneidad de monocitos circulantes que 
podemos resumir como monocitos clásicos y monocitos no clásicos según expresen mayor o 
menor cantidad de los marcadores CD14 y CD16. Los monocitos clásicos son los que aparecen 
normalmente en personas sanas como población mayoritaria, con expresión alta de CD14 y baja 
de CD16 (CD14++CD16-), mientras que los monocitos no clásicos expresan ambos receptores. 
CD14 es una glicoproteína de unos 55 KDa expresada preferentemente en monocitos y 
macrófagos, y actúa cooperando con otras proteínas para mediar la respuesta inmune innata, 
actuando como receptor del lipopolisacárido bacteriano. CD16 es una glicoproteína de 50 a 80 
KDa, receptor Fc de baja afinidad, que actúa uniendo la porción Fc de anticuerpos IgG. Su 
función biológica en la célula es mediar la fagocitosis y la citotoxicidad debida a células 
dependientes de anticuerpos. Se expresa en neutrófilos, células Natural Killer y en macrófagos 
(Ramirez, Martin-Malo & Aljama 2011). 
La población de monocitos no clásicos suele aparecer en determinadas situaciones 
patológicas, caracterizada por una expresión variable de CD14 y coexpresión de CD16. En 
relación con la expresión de estas dos moléculas, se han descrito tres subpoblaciones 
monocitarias diferentes: en primer lugar, los monocitos con una expresión elevada de CD14, 
pero que no expresan CD16 (CD14++CD16-), son los monocitos clásicos que presentan los 
sujetos sanos. Los monocitos CD14++CD16+, son una subpoblación monocitaria que típicamente 
presentan los pacientes con patología cardiovascular (Rogacev et al. 2011). Por último, los 
monocitos CD14+CD16+ están presentes en los pacientes con cualquier proceso inflamatorio 
crónico, incluidos los pacientes con ERC (Nockher, Scherberich 1998, Scherberich, Nockher 
2000, Carracedo et al. 2002). 
Diferentes estudios confirman un incremento en el porcentaje de monocitos activados 
CD14+CD16+ en los pacientes con ERC, constituyendo más de un 30% de los monocitos 
circulantes en estos pacientes (Carracedo et al. 2006, Merino et al. 2011, Sester et al. 2001, 
Nockher, Wiemer & Scherberich 2001) (Figura 2).  
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Figura 2.- Subpoblaciones monocitarias de un paciente en hemodiálisis (A) y de un sujeto sano (B). 
(Adaptado de Heine et al. 2008). 
Los monocitos CD14+CD16+ son células activadas que muestran unas características 
fenotípicas especiales, con una expresión elevada de antígenos HLA-DR y moléculas de 
adhesión, y que contienen en su citoplasma una cantidad elevada de citoquinas pro-
inflamatorias preformadas (Ramirez et al. 2006, Ziegler-Heitbrock 2007). 
Los monocitos CD14+CD16+ también se sobreexpresan en personas de edad avanzada y en 
pacientes con cualquier causa de inflamación crónica. La producción de este subtipo 
monocitario está favorecida por la estimulación repetida de los monocitos en un entorno con 
abundantes citoquinas pro-inflamatorias. Los monocitos CD14+CD16+ presentan características 
de células senescentes, con acortamiento de los telómeros y expresión del enzima β-
galactosidasa. Estos datos conducen a considerar la hipótesis de que los monocitos 
CD14+CD16+ podrían ser células activadas, que en presencia de citoquinas inflamatorias no 
serían sometidas a apoptosis, prolongando su supervivencia y transformándose en células 
senescentes con modificación de su fenotipo y de su actividad. 
De hecho, hay estudios que refieren que los monocitos CD14+CD16+, parecen diferenciarse 
a partir de los monocitos clásicos CD14++CD16-, ante la presencia de factores tróficos y/o 
citoquinas pro-inflamatorias (Merino et al. 2011, Ancuta, Weiss & Haeffner-Cavaillon 2000, Li, 
Hangoc & Broxmeyer 2004). En el curso de una respuesta inmune adecuada, cuando el estímulo 
inmunogénico desaparece, la eliminación de los factores tróficos induciría a estas células a 
A B 
Paciente en hemodiálisis Sujeto control sano 
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entrar en un estado de apoptosis (16Cocultivos1). Sin embargo, en el estado de inflamación 
crónica que presentan los pacientes con ERC, estás células no llegarían nunca a la situación de 
apoptosis, sino que prologarían su supervivencia y se acumularían en la circulación en un estado 
de células senescentes (Ramirez et al. 2005, Carracedo et al. 2005). Como ocurre con otras 
células senescentes, los monocitos CD14+CD16+ provocan un aumento en la producción y 
secreción de moléculas como citoquinas pro-inflamatorias, capaces de perpetuar el proceso 
inflamatorio en los pacientes con ERC. 
Mientras que el aumento en el porcentaje de monocitos CD14++CD16+ se relaciona con la 
enfermedad cardiovascular, el aumento de los monocitos CD14+CD16+ parece condicionar un 
daño endotelial. Los monocitos CD14+CD16+ producen in vitro mayor estrés oxidativo y 
apoptosis en células de estirpe endotelial (Ziegler-Heitbrock 2007). En los pacientes con ERC, 
el aumento de los monocitos CD14+CD16+ se correlaciona también con marcadores de daño 
endotelial, como el incremento en los niveles plasmáticos de micropartículas de origen 
endotelial o el número de células progenitoras endoteliales (Ramirez et al. 2007, Merino et al. 
2008b, Merino et al. 2008a). Por otro lado, este subtipo celular presenta una expresión 
aumentada de moléculas de adhesión y de citoquinas, así otros marcadores de superficie como 
CX3CR1, CCRS y CCR7 facilitan la interacción entre los monocitos y el endotelio, generando 
una respuesta inflamatoria local que induce aumento del estrés oxidativo y apoptosis de células 
endoteliales (Merino et al. 2011, Merino et al. 2010). 
Respecto a las situaciones con ERC en las que hay un incremento de los monocitos 
activados CD14+CD16+, hay múltiples estudios que refieren su elevación en pacientes en 
hemodiálisis, aunque hay menos información sobre el porcentaje de estas células en pacientes 
con ERC estadio 4-5 o en pacientes en diálisis peritoneal. Merino y cols. describieron como los 
pacientes con ERC estadio 4-5 presentaban un porcentaje de monocitos CD14+CD16+ 
significativamente mayor que los sujetos sanos, aumentando aún más este porcentaje cuando los 
pacientes iniciaban el tratamiento con hemodiálisis (Merino et al. 2010). Los pacientes que 
reciben tratamiento con diálisis peritoneal, sin embargo, tienen un porcentaje de monocitos 
activados similar al de los sujetos sanos, y no hay diferencias en relación con el grado de 
función renal residual. 
4.4. Especies reactivas de oxígeno (ROS): 
Las ROS son productos del metabolismo normal de la célula. La producción de ROS 
intracelular puede ser, según el contexto, dañina o beneficiosa (Valko et al. 2006). Los efectos 
beneficiosos de las ROS se producen a concentraciones bajas o moderadas, participando en 
procesos fisiológicos como agentes antiinfecciosos o como reguladores de diferentes vías de 
señalización intracelular. Los efectos deletéreos causados por los radicales libres se deben a los 
cambios estructurales y funcionales que se producen como consecuencia de la interacción de 
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altas concentraciones de estas moléculas con elementos celulares normales, como los ácidos 
nucleicos, lípidos y proteínas, en un proceso denominado estrés oxidativo (Valko et al. 2006, 
Valko et al. 2001, Kovacic, Jacintho 2001). 
Las ROS son moléculas pequeñas o fragmentos de moléculas que, en la mayor parte de los 
casos, contienen uno o más electrones desapareados en los orbitales moleculares (Halliwell, 
Gutteridge 1999). Poseen una vida media corta, porque el electrón o electrones desapareados 
son altamente reactivos, y por esta razón son denominados radicales libres.  
Las células generan energía aeróbicamente reduciendo el oxígeno molecular a agua. La 
enzima citocromo C oxidasa mitocondrial cataliza esta reacción que conlleva la transferencia de 
4 electrones al oxígeno, dando lugar a diferentes ROS como el anión superóxido (O2
-), el agua 
oxigenada (H2O2) y el radical hidroxilo (
.
OH) (Figura 3). Esta reacción puede activarse también 
por radiación de luz ultravioeta, agentes químicos, agentes tóxicos o drogas.   
El organismo posee mecanismos de protección frente al estrés oxidativo, pudiendo prevenir 
la generación de ROS, destruir los oxidantes una vez formados, o reparar los daños producidos 
por ellos. En condiciones fisiológicas la célula mantiene un delicado equilibrio entre la 
producción y la destrucción de ROS (Droge 2002). Los mecanismos de detoxificación pueden 
ser enzimáticos o no enzimáticos y se definen como sistemas antioxidantes (Figura 4). La 
superóxido dismutasa dismuta el anión superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno 
mediante una reacción  espontánea y rápida, siendo el anión superóxido  más tóxico que el 
peróxido de hidrógeno. El peróxido de hidrógeno se descompone por tres mecanismos, 1) por 
enzimas como la catalasa y la glutatión peroxidada, que catalizan el paso de peróxido de 
hidrógeno a agua y oxígeno, o de peróxido de hidrógeno a 2 moléculas de agua, 
respectivamente. 2) El peróxido de hidrógeno, por la acción de la mieloperoxidasa en los 
neutrófilos, se convierte en ácido hipocloroso, molécula muy oxidante con acción bactericida en 
las células fagocíticas. Cuando este ácido reacciona con peróxido de hidrógeno libera agua y 
oxígeno en singlete. 3) El peróxido de hidrógeno, en presencia de hierro, se transforma 
espontáneamente en el radical hidroxilo a través de la denominada reacción de Fenton. Este 
radical es altamente reactivo y puede interaccionar con moléculas biológicas como lípidos, 
ácidos grasos, proteínas, ácidos nucleicos o carbohidratos, captando un átomo de hidrógeno de 
sus moléculas para producir otros radicales que siguen reaccionando, aunque son más duraderos 
y estables. Como consecuencia de los cambios producidos, las moléculas biológicas pueden 
sufrir pérdida de su función o de su estructura, induciendo daño celular, como ocurre en la 
peroxidación lipídica. La interacción entre el peróxido de hidrógeno y el hierro, y sus efectos 
deletéreos, pueden evitarse con sistemas como la lactoferrina, que secuestra el hierro, o la 
vitamina E, que puede bloquear la acción del anión hidroxilo. 
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Figura 3.- Generación de ROS a partir del oxígeno molecular (O2).  
MPO: Mieloperoxidasa, SOD: superóxido dismutasa, O2
-: anión superóxido, e: electrones, H2O2: 
peróxido de hidrógeno, HOCl: ácido hipocloroso, .OH: radical hidroxilo, Fe: hierro. (R&D Systems 2014) 
 
Figura 4.- Mecanismos antioxidantes de la célula frente a los ROS.  
SOD: superóxido dismutasa, GPx: glutatión peroxidada, GSH: glutatión. (R&D Systems 2014) 
Entre las principales fuentes de producción de ROS se encuentra la activación celular en los 
procesos de inflamación (Inoue et al. 2003). También se produce el efecto inverso, y los ROS 
pueden provocar efectos proinflamatorios. Por ejemplo, se ha demostrado que determinadas 
ROS, como el peróxido de hidrógeno, activan el factor de transcripción de NFkB, promoviendo 
la síntesis de citoquinas pro-inflamatorias, ampliando la cascada de la respuesta inflamatoria 
(Akiyama et al. 2003, Wang, Zhang & Li 2002). 
4.4.1. ROS y hemodiálisis: 
Existe una relación entre inflamación, estrés oxidativo y daño endotelial en pacientes con 
ERC (Morena et al. 2005). El estrés oxidativo, con la consecuente producción de citoquinas, se 
ha implicado en la pérdida de masa muscular, en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular y 
en la mayor susceptibilidad a las infecciones en estos pacientes. Los monocitos circulantes 
pueden generar ROS y citoquinas pro-inflamatorias (Nguyen et al. 1985), pudiéndose producir 
esta activación por el contacto con la membrana de diálisis. La activación del complemento al 
usar membranas con baja biocompatibilidad induce generación de ROS (Himmelfarb, Lazarus 
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& Hakim 1991). Ward y cols. sugirieron que la utilización de membranas de alto flujo 
normalizaría la producción de ROS por parte de los neutrófilos (Ward, Ouseph & McLeish 
2003). Sin embargo, Raj y cols. encontraron un aumento en la producción de peróxido de 
hidrógeno intradiálisis por parte de los linfocitos, a pesar de usar una membrana biocompatible 
como la polisulfona (Raj et al. 2007). Estos autores argumentaron que dicho aumento podría 
deberse a la interacción de la sangre con el dializador y al posible efecto de factores pirogénicos 
bacterianos debido a la retrofiltración que provocan las membranas de alto flujo. No obstante, 
este efecto debería estar minimizado en la actualidad, con la mejora de la calidad del líquido de 
diálisis y por la utilización de filtros absorbentes de endotoxinas que se suelen utilizar en las 
modalidades de diálisis on-line y de alto flujo. 
4.5. Proteínas de shock térmico (Hsp): 
Las proteínas Hsp son un grupo de proteínas presentes constitutivamente en todas las 
especies (Pockley 2002). Son sintetizadas en situaciones de estrés. En la tabla 5 se detallan las 
circunstancias que pueden desencadenar la síntesis de las proteínas Hsp.  
Tabla 5. Factores desencadenantes de la síntesis de Hsp 
 
- Aumento o disminución de la temperatura (5ºC respecto a la temperatura normal de las 
células). 
- Cambios en la presión osmótica. 
- Presencia de sustancias tóxicas: 
             Toxinas, quimioterapia, drogas, alcohol, citoquinas, etc. 
- Aumento de la presión. 
- Cambios bruscos de pH. 
- Estrés oxidativo. 
- Infecciones virales. 
- Deficiencias nutricionales. 
- Presencia de metales pesados. 
- Traumatismos. 
- Isquemia. 
- Radiaciones ionizantes. 
 
La estructura tridimensional de las proteínas es una característica indispensable para que 
puedan llevar a cabo su función. Cuando por estrés o situaciones de agresión celular la proteína 
pierde su estructura tridimensional, se desnaturaliza y, como consecuencia, pierde su función. 
Las proteínas Hsp estabilizan y protegen al resto de proteínas intracelulares frente a estas 
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situaciones, uniéndose a ellas para evitar que se degraden. Así, cuando la situación de estrés 
desaparece, estas proteínas pueden adquirir su conformación tridimensional y volver a ser 
activas. 
Algunas proteínas Hsp pertenecen a la familia de las chaperonas. Las chaperonas son unas 
proteínas cuya función es contribuir al plegamiento de otras recién sintetizadas. Uniéndose a 
estas proteínas,  facilitan su plegamiento, ensamblaje y transporte celular a aquella parte de la 
célula donde la proteína realice su función. Las Hsp no llevan a cabo el plegamiento de la 
proteína en sí, ya que esta información reside en la estructura primaria de la propia proteína, 
sino que únicamente facilitan que la proteína se pliegue adecuadamente, manteniéndola estable 
para que no se agregue a otras proteínas. 
Las Hsp se clasifican en 2 familias, la  familia de las chaperoninas (Hsp60, Hsp10, Hsp70 y 
Hsp90) y la familia de las nucleoplasminas (proteínas nucleares o nucleososomas).  
El nombre utilizado para denominarlas especifica su peso molecular, por ejemplo, la 
proteína Hsp70 indica que pesa 70 KDa. De todas las conocidas, las estudiadas con más 
profundidad han sido la Hsp60, la Hsp70 y la Hsp90. Las proteínas Hsp constituyen del 5 al 
10% del contenido proteico celular en condiciones adecuadas de crecimiento, y su síntesis se 
puede estimular, llegando al 15-25% del contenido proteico en situaciones de estrés. Se 
consideran isoformas constitutivas la Hsp70 y la Hsp90-beta, e inducibles las isoformas Hsp60, 
Hsp70 y la Hsp90-alfa (Musial, Zwolinska 2011).  
La Hsp70 es una chaperona o proteína de choque térmico a altas temperaturas que trabaja 
asociada a la Hsp40 para revertir el proceso de desnaturalización y agregación proteica, facilitar 
el plegamiento correcto de proteínas sintetizadas de novo y asistir a la translocación de proteínas 
a través de la membrana de mitocondrias y cloroplastos. La Hsp90, chaperona de 90 KDa, tiene 
una función esencial para la supervivencia celular. Favorece el plegamiento, estabilización y 
montaje de proteínas transductoras de señales como tirosina quinasas, factores transcripción y 
proteínas estructurales. Su sobreexpresión se ha relacionado con algunos cánceres por promover 
la supervivencia de células tumorales. 
Aunque es ampliamente conocida su función intracelular, también estas proteínas parecen 
tener un papel en el espacio extracelular, considerándose mediadoras en la respuesta 
inflamatoria. La forma precisa en que estas proteínas son liberadas al espacio extracelular no ha 
sido completamente aclarada, aunque se describen 3 mecanismos fundamentales: 1) liberación 
por lisis celular, mecanismo observado en células tumorales dañadas (Mambula, Calderwood 
2006), 2) liberación mediante formación de vesículas secretoras o exosomas (MacKenzie et al. 
2001), y 3) liberación mediante la entrada de estas proteínas en endosomas lisosomales 
secretores, que migran a la superficie celular y se liberan al espacio extracelular (Baraldi, Di 
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Virgilio & Romagnoli 2004). Los dos últimos mecanismos de secreción han sido observados en 
macrófagos estimulados por lipopolisacáridos. 
Se considera que las proteínas Hsp extracelulares actúan como moléculas marcadores de 
señal intracelular para realizar su efecto pro-inflamatorio. Por ello, deben actuar sobre 
receptores de membrana celulares. El receptor antigénico CD14, conocido como el receptor de 
lipopolisacáridos de origen bacteriano en monocitos, ha sido identificado como el receptor para 
Hsp60 (Kol et al. 2000) y para Hsp70 (Asea et al. 2000). Al unirse al receptor CD14, la Hsp70 
induce cambios en el flujo intracelular de calcio, estimulando la producción de las citoquinas 
pro-inflamatorias IL-1ß, IL-6 y TNF-α. También ha sido descrita la producción de TNF-α por 
un mecanismo calcio-dependinte, pero independiente del receptor CD14 (Asea et al. 2000). 
 
Figura 5. Vías de señalización de las proteínas Hsp. (Adaptado de Xu 2002). 
 La actividad pro-inflamatoria de estas moléculas se ha descrito en diferentes estudios. Las 
Hsp de bacterias y micobacterias inducen la expresión de citoquinas pro-inflamatorias, tales 
como IL-1, IL-6 y TNF-α (Galdiero, de l'Ero & Marcatili 1997, Retzlaff et al. 1994). Tanto la 
Hsp60 bacteriana como la humana estimulan la secreción de IL-6 y TNF-α en células 
endoteliales, células musculares lisas, monocitos y macrófagos (Kol et al. 2000, Galdiero, de 
l'Ero & Marcatili 1997, Peetermans et al. 1995, Kol et al. 1999). La Hsp70 también parece 
inducir la producción de IL-6 y TNF-α, mientras que la Hsp90, en estudios in vitro, estimula la 
producción de INF-γ e IL-4, activando los linfocitos Th1 y Th2 (Businaro et al. 2009). En este 
sentido, el papel de la proteína Hsp90 respecto a la inflamación no está tan claro, ya que los 
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linfocitos activan a los macrófagos provocando diferentes respuestas según sea el subtipo 
linfocitario. Los macrófagos activados clásicamente (fenotipo Th1 o clase I) promueven 
inflamación, destrucción de matriz extracelular y apoptosis, mientras que los macrófagos con  
fenotipo Th2 o clase II  promueven síntesis de matriz extracelular, proliferación celular y 
angiogénesis. En resumen, los Th1 tienden a provocar inflamación crónica y daño tisular, 
mientras que los Th2 resuelven la inflamación y favorecen la cicatrización o reparación de 
heridas. 
4.5.1. HSP y enfermedad vascular: 
Parece cada vez más evidente que las proteínas Hsp tienen un papel relevante en la 
patogénesis de la enfermedad vascular. El modo preciso en el que las Hsp influyen en la 
aterogénesis no está claro. Existen numerosos estudios que reflejan la asociación entre la 
expresión de Hsp y la inducción de la respuesta inflamatoria que caracteriza al desarrollo de la 
ateroesclerosis. De hecho, hay diferentes estudios que relacionan la presencia de las proteínas 
Hsp con la aterogénesis. Aunque las proteínas Hsp60 y Hsp70 se encuentran en suero en 
individuos sanos, los niveles de Hsp60 se han correlacionado con la formación temprana de 
ateroesclerosis (Pockley et al. 2000, Xu et al. 2000), y los niveles de Hsp70 se encuentran 
elevados en suero en pacientes con enfermedad vascular periférica y enfermedad renal (Wright 
et al. 2000). La expresión de Hsp en las fases tempranas de la ateroesclerosis podría deberse a 
una o más causas. Los factores de riesgo vascular como dislipemia, diabetes, tabaco e 
hipertensión (HTA) causan estrés oxidativo. Se sabe que el estrés oxidativo induce la expresión 
de Hsp en células musculares lisas vasculares (Liao et al. 2000). Factores hemodinámicos como 
la elevación de la presión arterial también se han relacionado con el aumento de las proteínas 
Hsp. El shear stress induce la expresión de Hsp60 en células endoteliales humanas en cultivo 
(Liao et al. 2000). También se ha detectado un aumento de Hsp60 en la pared de la carótida de 
ratas sometidas a un incremento del shear stress en la pared vascular (Hochleitner et al. 2000). 
Respecto a la dislipemia, se ha observado que la exposición in vitro a lipoproteínas oxidadas 
induce la expresión de Hsp60 en monocitos y de Hsp70 en células endoteliales y musculares 
lisas humanas (Frostegard et al. 1996). 
La elevación en los niveles de anticuerpos anti-Hsp circulantes también se ha asociado con 
la presencia y progresión de la enfermedad vascular. Aunque se ha detectado su existencia a 
niveles bajos en sujetos sanos, parece haber un incremento en los niveles de anticuerpos 
circulantes en determinadas situaciones. Por ejemplo, se han detectado unos niveles elevados de 
anticuerpos anti-Hsp60 en la enfermedad vascular periférica (Wright et al. 2000). También hay 
estudios in vitro que muestran citotoxicidad de células endoteliales provocada por el contacto 
con suero anti-Hsp60 (Xu et al. 1994, Schett et al. 1995, Mayr et al. 1999), sugiriendo un papel 
de estos anticuerpos en el daño vascular y la patogénesis de la ateroesclerosis.  
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Figura 6. Posible implicación de la Hsp60 en la formación de ateroesclerosis. (Adaptado de Xu 2002). 
4.5.2. HSP y enfermedad renal crónica: 
Hay muy pocos estudios que hayan evaluado la importancia de las proteínas Hsp en la 
progresión de la ERC. La primera investigación realizada in vitro mostró un incremento de la 
proteína Hsp72 en células de neuroblastoma tratadas con urea (Maddock, Westenfelder 1996). 
Sin embargo, en pacientes adultos con ERC, se encontró un descenso en la expresión de Hsp72 
intramonocitaria. Este descenso fue interpretado como un empeoramiento en la capacidad de 
respuesta inmunológica en los pacientes con ERC (Marzec et al. 2009). El estudio realizado por 
Musial y cols. compara la concentración en suero de Hsp60, anti-Hsp60, Hsp70, anti-Hsp70 y 
Hsp90-alfa en niños con ERC respecto a sujetos sanos, observándose un descenso en la 
concentración sérica de Hsp60, que se correspondía con un incremento de los anticuerpos anti-
Hsp60 en los niños con ERC. Sin embargo, los niveles de Hsp70 fueron similares al de los 
sujetos sanos, con niveles de anti-Hsp70 más bajos. Los autores consideran que existe un feeb-
back entre las concentraciones de proteína Hsp y su anticuerpo, implicando el aumento del 
anticuerpo con una disminución en la concentración sérica de su proteína Hsp. Respecto a la 
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concentración de la Hsp90-alfa, encontraron un incremento en los pacientes con ERC, que se 
relaciona con un incremento del estrés oxidativo y de la inflamación (Musial et al. 2010). 
4.5.3. HSP y hemodiálisis: 
La mayoría de estudios que analizan el comportamiento de las proteínas Hsp en pacientes 
en diálisis tratan de evaluar la biocompatibilidad del sistema de diálisis. Un estudio realizado 
con pacientes en hemodiálisis, reveló un descenso en el ARN mensajero de Hsp72 en monocitos 
de pacientes en diálisis respecto a los controles (Marzec et al. 2009). Sin embargo, la expresión 
de Hsp72 fue similar en los macrófagos de dichos pacientes respecto a los controles. No 
obstante, los macrófagos respondían peor ante una subida de temperatura, incrementando la 
apoptosis (Reuter et al. 2009). 
El estudio de Musial y cols. realizado en niños en hemodiálisis no mostró diferencias en la 
concentración sérica de Hsp70 y anti-Hsp70 respecto a los controles, aunque sí se observó un 
descenso en los niveles de Hsp60 acompañado de un incremento en la concentración de 
anticuerpos anti-Hsp60 en los pacientes en diálisis. La concentración sérica de Hsp90-alfa se 
encontró más elevada en los pacientes en diálisis que en los sujetos sanos (Musial et al. 2009). 
En este mismo estudio se observó que el impacto de una única sesión de hemodiálisis con 
polisulfona aumentaba la concentración sérica de Hsp60 y Hsp90-alfa al finalizar la sesión, y 
descendía la concentración de anticuerpos anti-Hsp60 y anti-Hsp70. En este trabajo no se 
mostraron datos referentes a la Hsp70 (Musial et al. 2009). Acorde con este estudio, Raj et al 
encontraron un incremento de Hsp70 monocitaria al finalizar la sesión de hemodiálisis con 
polisulfona (Raj et al. 2007). En estos estudios, los incrementos de Hsp60 y Hsp70 al finalizar la 
sesión de hemodiálisis fueron atribuidos a la situación de estrés celular que constituye la sesión 
de hemodiálisis, al posible contacto de las células con endotoxinas y a las posibles reacciones de 
bioincompatibilidad que puede provocar el dializador. Existen diferentes posibilidades que 
podrían explicar el descenso en los niveles de anticuerpos anti-Hsp, como la absorción de estos 
por la membrana del dializador, la formación de complejos Hsp-anti-Hsp o el paso de los 
anticuerpos a la solución de diálisis. No obstante, es arriesgado interpretar estos resultados, con 
tan pocos estudios. 
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Figura 7.- Mecanismos de acción y regulación de las Hsp. (Adaptado de Kregel. 2002) 
5. Marcadores de disfunción endotelial: 
5.1. Estructura y función del endotelio: 
Las paredes de los vasos sanguíneos están dispuestas formando tres capas concéntricas, 
íntima, media y adventicia (Figura 8). La íntima consta de una monocapa de células endoteliales 
llamada endotelio, con poco tejido conjuntivo subendotelial y en contacto directo con la luz del 
vaso, separada de la capa media por una densa membrana elástica denominada lámina elástica 
interna. La capa media está formada por varias capas de células musculares lisas inmersas en 
matriz extracelular y se separa de la adventicia por la lámina elástica externa. La adventicia, 
última capa del vaso, está constituida principalmente por fibroblastos, formando un tejido 
conjuntivo de revestimiento junto a fibras nerviosas y vasos sanguíneos. 
La integridad estructural y funcional del endotelio es esencial para el mantenimiento de la 
homeostasia de la pared vascular y la función circulatoria. El endotelio vascular es un tejido 
multifuncional con numerosas propiedades metabólicas y de síntesis. Entre sus funciones se 
pueden citar el control del tono vascular, la regulación del paso de macromoléculas desde el 
torrente circulatorio hacia el espacio extravascular, la participación en el proceso de 
remodelación vascular, la modulación de la coagulación sanguínea, el metabolismo de las 
lipoproteínas, el control de las respuestas inflamatorias e inmunes y la regulación de la 
neovascularización. 
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Figura 8. Estructura de un vaso. (Adaptado de Garcia, monografias.com) 
La disfunción endotelial hace referencia a un estado de desequilibrio homeostático, en 
donde la respuesta del endotelio frente a un estímulo ambiental no es la adecuada. Los 
desencadenantes de la disfunción endotelial han sido y son todavía objeto de estudio en nuestros 
días, habiéndose propuesto, entre otros, la presencia de niveles anormales de citoquinas, 
productos bacterianos, compuestos lipídicos, proteínas anormales, radicales libres y fármacos, 
así como cambios en las propias fuerzas mecánicas intravasculares. Como consecuencia de la 
presencia de estos estímulos, se produciría un desequilibrio entre la síntesis o biodisponibilidad 
de factores vasodilatadores como el óxido nítrico (NO) (Lopez-Ongil et al. 2002, Yang, Ming 
2006) y vasoconstrictores como la endotelina-1 (ET-1) (Amiri et al. 2004, Hocher et al. 2004), 
con el subsiguiente desarrollo de cambios en la función endotelial. La síntesis de NO depende 
fundamentalmente de la óxido nítrico sintetasa (NOS), mientras que la síntesis de la ET-1 
depende de la enzima conversora de endotelina-1 (ECE-1). La alteración de estos sistemas 
enzimáticos estaría por tanto relacionada con la disfunción endotelial. 
 5.2. Endotelina-1 (ET-1): 
La ET-1 es un péptido de 21 aminoácidos. Es el vasoconstrictor más potente conocido hasta 
la fecha. Existen 3 isoformas de endotelina, la ET-1, la ET-2 y la ET-3, y todas contienen 2 
puentes disulfuro esenciales. Se sintetizan inicialmente como prepro-polipéptidos de unos 200 
aminoácidos que se codifican por distintos genes. Estos péptidos sufren una rotura proteolítica 
dando lugar a un pro-polipéptido inactivo de unos 40 aminoácidos llamado big-endotelina (big-
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endotelina-1, 2 o 3). La big-endotelina-1 se rompe por acción específica de una metaloproteasa 
unida a la membrana llamada ECE-1, dando lugar a un péptido maduro y activo de 21 
aminoácidos, la ET-1. 
Se han caracterizado dos receptores para la ET, el receptor ETA y el receptor ETB. Ambos 
son estructural y funcionalmente distintos, pero comparten similitudes. Ambos son receptores 
típicos de 7 dominios transmembrana acoplados a través de la proteína G a la fosfolipasa C, y 
poseen un dominio N-terminal largo extracelular. El receptor ETA tiene gran afinidad por la ET-
1 y menos por la ET-2 y ET-3. El receptor ETB tiene afinidad similar para las tres endotelinas. 
El receptor ETA se encuentra en células musculares lisas y va a mediar el efecto vasoconstrictor 
típico de la ET, mientras que el receptor ETB se localiza principalmente en células endoteliales y 
es responsable del efecto relajante al inducir la producción de NO. 
Una inyección de ET-1 provoca un descenso inicial de la presión arterial seguida de un 
prolongado aumento de la presión arterial que dura entre 1 y 3 horas. Puesto que su respuesta es 
lenta pero duradera, parece que estos péptidos participan en los cambios a largo plazo y no en la 
respuesta aguda a un estímulo. 
5.3. Enzima conversora de endotelina-1 (ECE-1): 
La ECE-1 es una proteína ampliamente distribuida en distintos tejidos y especies, lo que 
sugiere que tiene un papel biológico importante. Hay estudios que han demostrado un papel 
relevante del sistema ET-1/ECE-1 en la aparición de disfunción endotelial y en procesos de 
remodelado vascular (D'Uscio et al. 2002). En 1997, Minamino y cols., demostraron que la 
ECE-1 estaba presente en las células musculares de la neoíntima de las arterias de rata 
lesionadas con balón y también en células musculares y macrófagos de lesiones ateroscleróticas 
humanas. Además, al inhibir la actividad de la ECE-1 con fosforamidón, disminuyeron los 
efectos adversos sobre la neoíntima de los vasos lesionados (Minamino et al. 1997). 
En vasos coronarios humanos con diferentes estadios de aterosclerosis, se ha observado que 
las placas ateroscleróticas tempranas presentan un aumento en la expresión de ECE-1 
predominantemente en células endoteliales localizadas en la luz del vaso y en células 
musculares de la íntima. En contraste, en placas con estadios más avanzados existe un mayor 
contenido de ECE-1 en macrófagos y en células endoteliales ubicadas dentro del ateroma, que 
en las células endoteliales de la íntima. El aumento de ECE-1 podría contribuir a la proliferación 
de células musculares y a generar vasoconstricción en estadios tempranos, promoviendo la 
desestabilización de la placa en estadios avanzados (Hai et al. 2004). La co-expresión de ECE-1 
y ET-1 en las lesiones ateromatosas demuestra que un aumento en la expresión de ECE-1 se 
refleja en su actividad. Más importante aún, es que los ateromas que están en estado 
inflamatorio contienen más ET-1 que aquellos que no lo están. También se sabe que la ET-1 
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puede inducir liberación y expresión de factores quimiotácticos, factores de crecimiento y 
moléculas de adhesión, jugando probablemente un papel relevante en el proceso de inflamación. 
Queda claro que una estimulación positiva del sistema ECE-1/ET-1 está estrechamente 
relacionada con la presencia de inflamación crónica y que este efecto aparece desde estadios 
muy tempranos cuando aún la lesión no es clínicamente perceptible (Ihling et al. 2001).  
5.4. Óxido nítrico (NO): 
El NO es una molécula con una semivida muy corta, capaz de difundir fácilmente a través 
de la membrana y reaccionar con muchas dianas. En solución acuosa se oxida formando nitritos 
y nitratos, que son productos estables.  
De todas las funciones del NO, la más ampliamente descrita es su capacidad de regular el 
tono vascular, pero destacan otras, como su papel neurotransmisor en el sistema nervioso central 
y periférico, su acción bactericida y citotóxica en la respuesta inmune e inflamatoria por parte 
de macrófagos y neutrófilos, su capacidad para regular el crecimiento y la muerte celular, así 
como la síntesis de matriz extracelular y sus efectos anticoagulantes. 
El NO puede comportarse como un arma de doble filo. Por un lado es beneficioso como 
mensajero o modulador frente a la defensa de microorganismos, pero por otro, en 
concentraciones elevadas, es potencialmente tóxico. Esta toxicidad es debida fundamentalmente 
al hecho de que el NO se une con gran afinidad al anión superóxido formando peroxinitritos, 
que son aún más citotóxicos. Además, el NO puede unirse directamente a las tirosinas de 
algunas proteínas, nitrosilándolas e inactivándolas irreversiblemente. Niveles anormalmente 
elevados de NO están involucrados en la hipotensión asociada al shock séptico, en la reacción 
inflamatoria en respuesta al daño tisular, en la artritis o en enfermedades neurodegenerativas. 
Por el contrario, el NO está disminuido en enfermedades cardiovasculares como la 
aterosclerosis, hipertensión o diabetes. 
5.5. Enzima óxido nítrico sintetasa (NOS): 
El NO es generado enzimáticamente por las NOS. Estas enzimas catalizan la reacción 
estequiométrica de oxidación del aminoácido L-Arginina a L-Citrulina, liberando una molécula 
de NO (Figura 9).  
Las NOS pertenecen a la familia de las flavoproteínas, y se conocen al menos 3 isoformas 
distintas (Stuehr 1997, Andrew, Mayer 1999), la neuronal denominada nNOS o NOS-1, la 
inducible llamada iNOS o NOS-2 y la endotelial denominada eNOS o NOS-3.  
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Figura 9.- Síntesis de óxido nítrico por la NOS  
Las tres isoformas requieren una serie de cofactores para actuar, como dinucleótido de 
flavina adenina (FAD), riboflavina 5'-fosfato (FMN), grupo hemo, calmodulina y 
tetrahidrobiopterina (BH4). Para sintetizar NO necesitan estar en forma de homodímero. 
Contienen 3 dominios importantes. El dominio reductasa, donde se une FAD y FMN, y es el 
que transfiere los electrones al dominio oxidasa. El dominio de unión a calmodulina, que 
responde a calcio, y es necesario para activar todas las isoformas. El dominio oxigenasa, 
encargado de catalizar la conversión de arginina a citrulina y NO, y es donde se unen el grupo 
hemo, la BH4 y la arginina. Existe otro domino que depende de cada isoforma y le confiere una 
localización específica, siendo la NOS3 y NOS1 isoformas unidas a la membrana, y la NOS2 
una isoforma citosólica. 
La NOS1 se expresa en el sistema nervioso central y periférico, y en músculo esquelético. 
El NO en cerebro actúa como neuromodulador y regula el comportamiento y la memoria. En el 
sistema nervioso periférico es un neurotransmisor controlando el músculo liso, la motilidad 
gastrointestinal y la función neuroendocrina. En el músculo esquelético regula el metabolismo y 
la contractilidad muscular. Es un enzima que se expresa constitutivamente, pero también puede 
ser regulado por estímulos fisiopatológicos, como shear stress y daño nervioso. 
La NOS3 es también una isoforma constitutiva, pero puede regularse en respuesta al shear 
stress, ejercicio, hipoxia crónica o fallo cardiaco. Se expresa en células endoteliales y 
cardiomiocitos mayoritariamente, y regula fundamentalmente el flujo sanguíneo y la presión 
arterial, influyendo en la función del sistema cardiovascular. 
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Cuando la NOS1 y la NOS3  se activan, producen NO rápidamente, pero en poca cantidad, 
lo que genera un efecto protector en el sistema nervioso y cardiovascular, respectivamente. Así, 
en el proceso de inflamación  o en la aterosclerosis, bajas concentraciones de NO previenen la 
muerte de células endoteliales por apoptosis, preservando la integridad de la monocapa 
endotelial. El NO producido también inhibe la agregación plaquetaria, la expresión de 
moléculas de adhesión y la proliferación de células musculares lisas. Cuando se reduce la 
producción de NO o su biodisponibilidad, surgen complicaciones relacionadas con la 
hipertensión, hipercolesterolemia, diabetes, etc. 
La NOS2 es la isoforma inducible expresada mayoritariamente en macrófagos en respuesta  
a estímulos inflamatorios. De esta forma, el NO actúa como agente bactericida en la defensa 
frente a infecciones, participando en la respuesta inmune. Esta isoforma no depende de calcio 
para ser activa y produce NO lentamente pero en grandes cantidades. La sobreproducción de 
NO por NOS2 provoca el shock séptico causado por hiperestimulación de los macrófagos en 
respuesta a una infección bacteriana sanguínea y puede ser mortal. Además, el exceso de NO 
provoca una caída brusca de la presión arterial, alterando la función de varios órganos, y está 
implicado en patologías como el asma, artritis reumatoide o enfermedad de Crohn, entre otras. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Materiales: 
1.1. Reactivos: 
El reactivo de Ficoll fue obtenido de Comercial Rafer (Madrid, Spain). Las placas de 
cultivo, el sistema de detección SuperSignal, las películas de revelado MXB y el anticuerpo 
secundario horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG se adquirieron en Cultek 
(Pierce, Rockford, USA). La acrilamida-bisacrilamida fue de Hispanlab-Pronadisa (Madrid, 
Spain). Los marcadores de proteína, el kit para cuantificar proteínas, las cubetas y equipo de 
electroforesis se obtuvieron en Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA). Las pastillas 
conteniendo un cocktail de inhidores de proteasas fueron de Roche Diagnostics (Madrid, Spain). 
El anticuerpo CD14-PE y CD16-FITC se adquirieron en Miltenyi Biotec (Madrid, Spain). El 
anticuerpo monoclonal anti-eNOS fue de BD Biosciences (Madrid, Spain). El resto de los 
reactivos como drogas, medios de cultivo y reactivos generales, a menos que se indique otro 
origen, fueron obtenidos en Sigma-Aldrich-Fluka Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).  
1.2. Membranas de diálisis: 
Las membranas de diálisis se clasifican según su estructura como derivadas de la celulosa o 
sintéticas. En los diferentes estudios que integran este trabajo se comparó el efecto pro-
inflamatorio de diferentes membranas de diálisis que se utilizan de forma habitual en la práctica 
clínica.  
Para evaluar el efecto de las membranas de diálisis sobre la funcionalidad endotelial 
(Objetivo 1), se utilizaron dos membranas sintéticas, una polisulfona estándar y una polisulfona 
modificada, denominada polietersulfona. En química, la palabra polisulfona define un grupo de 
polímeros que contienen grupos sulfona y grupos alquilo o arilo. Por convención, los polímeros 
de dicha naturaleza que contienen además grupos isopropilideno se denominan también 
polisulfonas. Las polisulfonas que no contienen grupos isopropiledeno reciben el nombre de 
polietersulfonas. En los periodos de lavado entre la utilización de estas 2 membranas en estudio, 
los pacientes recibieron tratamiento con una polisulfona de baja permeabilidad. En la tabla 6 se 
especifican las características de las membranas de diálisis utilizadas en la primera parte del 
estudio.   
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Tabla 6. Características de las membranas (Objetivo 1). 
Dializador Membrana 
Polímero de 
la membrana 
Superficie 
(m2) 
CUF 
(ml/h-mmHg) 
Casa 
comercial 
Pureflux 190H Purema Polietersulfona 1,90 75 Nipro 
HF80 Polisulfona Polisulfona 1,89 55 Fresenius 
F8 Polisulfona Polisulfona 1,80 11 Fresenius 
CUF: Coeficiente de ultrafiltración. 
 
En la segunda parte de este trabajo se evaluó el efecto de diferentes membranas de diálisis 
sobre la activación monocitaria (Objetivo 2). Inicialmante se realizó un  estudio piloto (Objetivo 
2.1). en el que se comparó el efecto de una membrana de celulosa modificada (triacetato de 
celulosa) con el efecto de una nueva membrana sintética de alta permeabilidad (polinefrona).  El 
triacetato de celulosa presenta una estructura superficial uniforme y de gran porosidad, siendo la 
única membrana celulósica que se puede utilizar en la diálisis de alto flujo. La polinefrona es 
una membrana de polietersulfona modificada con una estructura ondulada de sus fibras que 
facilita un flujo más homogéneo del líquido de diálisis. Está compuesta por una mezcla 
equilibrada de fibra hidrofóbica e hidrofílica, lo que reduce la formación de residuos, con un 
tamaño en los poros que permite un alto aclaramiento de moléculas de mediano tamaño,  
evitando al mismo tiempo la pérdida de albúmina. También es una membrana libre en su 
composición de bisfenol A, una molécula que sí forma parte de la estructura de la polisulfona, y 
que, según estudios recientes, podría provocar determinadas alteraciones metabólicas (Lang et 
al. 2008, Vom Saal, Myers 2008). Las características de los dializadores utilizados en este 
estudio  se muestran en la Tabla 7. 
Tabla 7. Características de membranas  (Objetivo2.1). 
Dializador Membrana 
Polímero de 
la membrana 
Superficie 
(m2) 
CUF 
(ml/h-mmHg) 
Casa 
comercial 
Fb210U 
Triacetato 
de celulosa 
Triacetato de 
celulosa 
2,10 41,7 Nipro 
ELISIO 210H Polinefrona Polietersulfona 2,10 82 Nipro 
CUF: Coeficiente de ultrafiltración. 
 
El último estudio (Objetivo 2.2) comparó el efecto sobre la activación monocitaria de 
diferentes membranas sintéticas de alta permeabilidad. En este estudio se evaluó el efecto de 2 
membranas de referencia en la actualidad, como son la helixona y la poliamida, con la 
polinefrona. El polímero que constituye la helixona es el mismo que el de la polisulfona 
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estándar, pero el espesor de la membrana y el diámetro interno de la fibra son menores, con un 
aumento en el tamaño de los poros, que se distribuyen de un modo más uniforme. La membrana 
de polyamix está compuesta por una mezcla de poliamida con poliariletersulfona y 
polivinilpirrolidona. La mezcla entre una copoliamida aromática–alifática e hidrofóbica y una 
polivinilpirrolidona hidrofílica genera una estructura de microdominios con regiones alternas de 
carga positiva y negativa sobre la superficie, lo que le confiere una mayor biocompatibilidad. El 
tamaño de los poros en esta membrana aumenta considerablemente desde el lado en contacto 
con la sangre hasta el lado del dializado. Las características de estas membranas se reflejan en la 
Tabla 8. 
Tabla 8. Características de membranas (Objetivo 2.2). 
Dializador Membrana 
Polímero de la 
membrana 
Superficie 
(m2) 
CUF 
(ml/h-mmHg) 
Casa 
comercial 
FX100 Helixona Polisulfona 2,20 73 Fresenius 
Poliflux 210H Polyamix Poliamida1 2,10 83 Gambro 
ELISIO 210H Polinefrona Polietersulfona 2,10 82 Nipro 
1Poliamida mezclada con poliariletersulfona y polivinilpirrolidona. CUF: Coeficiente de ultrafiltración. 
 
2. Diseño del estudio: 
2.1. Criterios de inclusión: 
Todos los pacientes incluidos en los estudios debían cumplir las siguientes condiciones: 
- Padecer ERC con necesidad de tratamiento con hemodiálisis.  
- Recibir tratamiento  con hemodiálisis durante al menos 4 meses, con una duración de 
la sesión de hemodiálisis de 240±20 minutos. 
- Ser mayor de edad.  
- Ausencia de enfermedad grave intercurrente con esperanza de vida menor de un año. 
- En las mujeres, ausencia de embarazo. 
- Haber cumplimentado el consentimiento informado. 
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2.2. Diseño por estudios: 
• Comparación del efecto de dos membranas sintéticas de alta permeabilidad, 
polietersulfona y polisulfona sobre la funcionalidad endotelial. 
Para comparar el efecto de polietersulfona (PES) con polisulfona (PS), (ver Tabla 6), se 
realizó un estudio piloto de intervención con diseño antes-después en el que se incluyeron 10 
pacientes. Cada paciente fue control de sí mismo y fue dializado durante 2 semanas con cada 
una las dos membranas en estudio, realizándose un periodo de lavado de otras 2 semanas con 
una membrana de polisulfona de bajo flujo (PS bajo flujo), según la descripción del esquema 
inferior (Figura 8). Para evaluar el efecto agudo de una única sesión de hemodiálisis con las 
membranas en estudio se realizó extracción de analítica en sangre al inicio (pre-HD) y al final 
(post-HD) de la sesión de hemodiálisis con cada membrana en estudio. Para evaluar el efecto de 
15 días de tratamiento se realizó extracción de sangre pre-HD el primer día en que se utilizó el 
dializador en estudio y tras 15 días de tratamiento. 
 
Figura 8. Estudio piloto con diseño antes-después (n=10), (Objetivo 1.1). 
Para comparar el efecto de polietersulfona con polisulfona, (ver Tabla 6), sobre la 
funcionalidad endotelial, se realizó posteriormente un estudio prospectivo multicéntrico cuasi-
experimental en el que fueron incluidos 30 pacientes. Se trata de un estudio de intervención 
cuasi-experimental, porque se formaron dos grupos de tratamiento, en cada uno de los cuales se 
estudió el efecto de una de las dos membranas en estudio, pero no fue posible realizar un 
proceso de randomización. Los dializadores fueron asignados a los pacientes según la 
disponibilidad del centro de tratamiento. De este modo, se constituyeron dos grupos, el grupo en 
el que se evaluó el efecto de polietersulfona, con 19 pacientes, y el grupo en el que se evaluó el 
efecto de polisulfona, con 11 pacientes. Para evaluar el efecto agudo de una única sesión de 
hemodiálisis con las membranas en estudio, se realizó una extracción de sangre al inicio (pre-
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HD) y al final (post-HD) de la sesión de hemodiálisis el primer día en que se utilizó cada 
membrana en estudio. Para evaluar el efecto crónico de 3 meses, se realizó extracción de sangre 
pre-HD el primer día de utilización de la membrana en estudio, y tras 3 meses de tratamiento, 
según el esquema de la Figura 9. 
 
Figura 9. Estudio prospectivo multicéntrico (n=30), (Objetivo 1.2). 
• Comparación del efecto de la polinefrona con respecto a otros dializadores sobre la 
activación monocitaria. 
Se realizó un estudio piloto con 9 pacientes para comparar el efecto de la polinefrona (PN) 
respecto al triacetato de celulosa (TC), (ver Tabla 7). El diseño del estudio fue de intervención 
antes-después, siendo cada paciente control de sí mismo. Los pacientes incluidos en el estudio 
recibían tratamiento con TC desde hacía al menos 4 meses. Este dializador fue sustituido por 
PN durante otros 4 meses. Para evaluar el efecto agudo de una sesión de hemodiálisis con cada 
uno de los dos dializadores sobre la activación monocitaria se realizó una extracción sanguínea 
pre y post-HD. Para evaluar el efecto crónico de 4 meses de tratamiento con cada dializador en 
estudio se realizaron dos analíticas pre-HD con una diferencia de una semana tras 4 meses de 
tratamiento con cada dializador. Se hizo una media de los dos resultados obtenidos pre-HD 
sobre los parámetros de activación monocitaria para asegurar la reproducibilidad de los 
resultados. El diseño del estudio se detalla en el esquema de la Figura 10. 
 
Figura 10. Estudio piloto con diseño antes-después (n=9), (Objetivo 2.1). 
 
---------------------4 meses-------------------- PN --------1 semana--------- 
---------1 semana--------
- 
Pre-HD 
Post-HD 
Pre-HD 
TC 
Pre-HD 
Post-HD 
Pre-HD 
Recogida de muestras 
 PES 
Basal 
Dializador habitual 
3 meses 
Pre-HD (Basal) 
Post-HD (Efecto agudo) 
Recogida de muestras 
PS 
Pre-HD  
(Efecto crónico 3 meses) 
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Para comparar el efecto de polinefrona (PN) respecto a dos membranas de referencia en la 
actualidad: helixona (HL) y poliamida (PL) (Tabla 8), se realizó un estudio experimental tipo 
ensayo clínico con grupo control. En el estudio se incluyeron 47 pacientes, 9 de los cuales 
formaron el grupo control con un ratio para la aleatorización control-intervención de 1:4. Todos 
los pacientes recibían al menos desde hacía 4 meses tratamiento con helixona ó poliamida. 
Nueve pacientes (grupo control), mantuvieron el tratamiento con el mismo dializador. En los 
restantes 38 pacientes se sustituyó el dializador por polinefrona durante otros 4 meses.  
Para evaluar el efecto agudo de una sesión de hemodiálisis con los distintos dializadores 
sobre la activación monocitaria se realizó una extracción sanguínea pre-HD y post-HD. Para 
evaluar el efecto crónico de 4 meses de tratamiento se realizaron dos analíticas pre-HD con una 
diferencia de una semana tras 4 meses de tratamiento con cada dializador. Se hizo una media de 
los dos resultados obtenidos pre-HD sobre los parámetros de activación monocitaria para 
asegurar la reproducibilidad de los resultados. El diseño de este último estudio se detalla en el 
esquema de la Figura 11. 
 
Figura 11. Estudio multicéntrico controlado y aleatorizado (n=47), (Objetivo 2.2). 
---------------------4 meses-------------------- 
PN (38) 
n= 38 pacientes en HD 
--------1 semana--------- ---------1 semana------- 
Pre-HD 
Post-HD 
Pre-HD Pre-HD 
Post-HD 
HL (19) 
PL (19) 
Grupo PN(n=38) 
Pre-HD 
 
Grupo Control (n=9) 
HL (7) 
PL (2) 
Recogida de muestras 
---------------------4 meses-------------------- --------1 semana--------- ---------1 semana------- 
Pre-HD 
Post-HD 
Pre-HD Pre-HD 
Post-HD 
Pre-HD 
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2.3. Recogida de muestras: 
Las muestras de sangre extraídas antes y después de hemodiálisis se utilizaron para   
determinar diferentes parámetros bioquímicos y hematológicos, y para aislar los monocitos. El 
análisis bioquímico fue necesario para poder calcular la tasa de reducción de pequeñas y 
medianas moléculas (urea, creatinina y β2-microglobulina), con cada uno de los dializadores en 
estudio.  
En los estudios correspondientes al Objetivo 1, los monocitos se extrajeron de la sangre 
total por separación en gradiente utilizando Ficoll y se realizó un cocultivo de 1 millón de 
monocitos con las células endoteliales en cultivo durante 24h. Transcurrido ese tiempo, se 
recogió el sobrenadante celular para cuantificar la toxicidad celular, y las células para evaluar: 
por un lado, la adhesión de monocitos al endotelio por citometría de flujo, y por otro, la 
expresión de proteínas (ECE-1 y eNOS) en dichas células endoteliales, por técnicas de Western 
blot. 
En los estudios correspondientes al Objetivo 2, una porción de sangre se utilizó 
directamente para cuantificar monocitos activados (subpoblación CD14+CD16+) por citometría 
de flujo, y el resto de la sangre total se utilizó para extraer lo monocitos por separación en 
gradiente utilizando Ficoll. En estos monocitos se cuantificó la producción de radicales 
mediante una sonda dihidro-dicloro-fluoresceína por citometría de flujo, y la expresión de las 
proteínas Hsp70  y Hsp90 mediante la técnica de Western blot.  
Durante todo el seguimiento también se extrajeron muestras para analizar el líquido de 
diálisis, confirmándose  los niveles de endotoxinas (<0,025 unidades), aconsejados por las  
guías para la realización de diálisis de alto flujo. 
3. Métodos: 
3.1. Cultivo de células: 
Las células endoteliales humanas procedieron de una línea de endotelio humano, EA.hy926, 
obtenida en American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Las células crecieron en 
el medio Dulbeco’s Modified Eagle Media, suplementado con 4.5 g/L de glucosa, 10% de suero 
de ternera fetal, 100 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina, a 37ºC, en una 
atmósfera con CO2 al 5%. Los experimentos se realizaron rutinariamente en células confluentes 
en monocapa.  
3.2.  Aislamiento de monocitos y cocultivo con células endoteliales: 
Los monocitos fueron obtenidos por aislamiento de la sangre total mediante centrifugación 
diferencial en gradiente utilizando el reactivo Ficoll (Fuss et al. 2009). Para ello, la sangre fue 
diluida 1:2 con buffer salino fosfato (PBS) (139 mM NaCl, 8.66 mM Na2HPO4, 1.4 mM 
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NaH2PO4, pH 7) y después fue añadida lentamente sobre el reactivo Ficoll en un tubo cónico. 
Las muestras se centrifugaron primero a 600 g durante 45 minutos, sin freno. La capa 
blanquecina y algodonosa que contenía los monocitos fue recogida cuidadosamente en otro tubo 
al que se añadió PBS para lavar del exceso de Ficoll (Figura 12). Las muestras se centrifugaron 
una segunda vez a 800 g durante 15 minutos, para obtener un precipitado de células, que se 
recogieron en una cantidad conocida de PBS para ser cuantificadas en una cámara de Neubauer. 
Tras cuantificar el número de monocitos de cada muestra se procedió a coincubar un millón 
de monocitos con células endoteliales confluentes crecidas en pocillos, por duplicado, durante 
24h. Al finalizar la incubación, se recogieron los sobrenadantes de las células para ensayar la 
toxicidad celular. Las células se lavaron 2 veces con PBS para extraer proteínas de un pocillo y 
ensayar la adhesión de monocitos al endotelio por citometría de flujo del otro pocillo duplicado. 
 
Figura 12. Aislamiento de monocitos de sangre total. 
3.3. Adhesión de monocitos a células endoteliales: 
Las células endoteliales confluentes fueron incubadas con 1 millón de monocitos de cada 
paciente. Tras 24 h de incubación, las células se lavaron dos veces con PBS y se recogieron para 
ensayar la adhesión de monocitos al endotelio por citometría de flujo. Estas células se incubaron 
por duplicado con un anticuerpo específico anti-CD14 conjugado con ficoeritrina (CD14-PE), 
que reconoce específicamente monocitos, durante 30 minutos, a temperatura ambiente y en 
oscuridad. El control negativo se hizo con células incubadas en las mismas condiciones con el 
mismo isotipo de CD14-PE, un anticuerpo IgG2a-PE. Transcurrido este tiempo, las células 
endoteliales fueron centrifugadas a 1500 rpm para eliminar el exceso de anticuerpo no unido, y 
se resuspendieron en 500 µl PBS para ser adquiridas en el citómetro de flujo (FC 500, Beckman 
Coulter, CA, USA). La cantidad de monocitos adheridos a dichas células endoteliales fue 
determinada como CD14-PE+. 
x 600 g 
45 min 
10 ml sangre 
Diluir 1:2 con PBS 
3 ml Ficoll 
Ficoll 
Monocitos 
Eritrocitos 
Plasma 
Material y Métodos 
50 
 
3.4. Toxicidad celular: 
La toxicidad celular fue evaluada en todas las condiciones experimentales mediante el 
método de exclusión del azul trypan y por la cuantificación de la actividad de la lactato 
deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de cultivo, tras recoger el sobrenadante procedente del 
cocultivo de las células endoteliales con el millón de monocitos de cada paciente. 
3.5. Expresión de proteínas por Western blot: 
Las proteínas totales fueron aisladas o bien de células endoteliales que habían sido 
incubadas previamente 24 h con 1 millón de monocitos, o bien de una parte de los monocitos 
que habían sido aislados con el Ficoll. En ambos casos, se utilizó un Buffer de lisis que 
contenía: 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.1 % 
deoxicolato sódico, 1 % Triton X-100, 10 mM pirofosfato sódico, conteniendo un cocktail con 
inhibidores de proteasas. La concentración proteica se determinó con un ensayo de BioRad. Las 
proteínas (30 µg) fueron separadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 6% SDS-PAGE en 
condiciones reductoras, y después transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Las 
membranas se bloquearon durante 1h a temperatura ambiente con 5 % de leche en polvo 
desnatada diluida en Tris buffer con Tween 20 (TBST) (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.9 % NaCl, 
0.05 % Tween 20). Tras la incubación las membranas se lavaron 3 veces con TBST durante 5 
minutos, después se incubaron con los anticuerpos primarios según la proteína a estudiar: anti-
ECE-1 (mAb AEC32-236, 10 µg/mL, 90 min, anticuerpo proporcionado por el Dr. Kohei 
Shimada, Biological Research Laboratories, Sankyo Co., Ltd. Tokyo, Japan), anti-eNOS 
(dilución 1:3000, 1h), en el caso de las proteínas extraídas de las células endoteliales; ó anti-
Hsp70/90 (dilución 1:750, 5%BSA, toda la noche a 4ºC) para las proteínas que habían sido 
extraídas de los monocitos directamente. Las membranas volvieron a ser lavadas 3 veces con 
TBST, y finalmente se incubaron con un anticuerpo secundario anti-mouse IgG (dilución 
1:50.000, 1h) para ECE-1 y eNOS (Martinez-Miguel et al. 2013), o anticuerpo anti-rabbit 
(dilución 1:10000, 1h) para Hsp70/90. Las bandas de proteínas se visualizaron con el sistema de 
detección SuperSignal tras 30-60 segundos de exposición a una película MXB. Todas las 
membranas fueron rehibridadas con otro anticuerpo anti-Actina para normalizar la carga de 
proteína y corregir los niveles de ECE-1, eNOS, Hsp70 y Hsp90. 
3.6. Producción de ROS: 
Una porción de los monocitos aislados de sangre total se incubó 30 minutos a 37ºC con la 
sonda dihidro-dicloro-fluoresceína en su forma reducida. Durante este tiempo de incubación, los 
radicales libres oxidaron la sonda, dando otro producto fluoresceína oxidado que emite una 
fluorescencia detectable por citometría de flujo, siendo su cantidad directamente proporcional a 
la cantidad de ROS presentes en los monocitos.  
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Figura 13. Oxidación de la sonda dihidro-dicloro-fluoresceína por las ROS. 
3.7.  Cuantificación del porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+: 
Para evaluar la expresión de CD14 y CD16 en monocitos, se marcaron 100 µl de sangre 
total con 4 µl del anticuerpo CD14 marcado en rojo con ficoeritrina (PE), y con 4 µl de CD16 
marcado en verde con fluoresceína isocianato (FITC). La reacción fue incubada durante 20 
minutos a temperatura ambiente, en oscuridad y en agitación. Cada muestra fue procesada por 
triplicado, añadiendo además, un control negativo que se realizó con sangre y los isotipos del 
CD14-PE y CD16-FITC, que eran IgG2a-PE y IgM-FITC. Tras la incubación, se procedió a 
romper los glóbulos rojos añadiendo un buffer de lisis (1x BD FACS Lysing solution de Becton 
Dickinson, CA, USA) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células 
marcadas se lavaron 3 veces con PBS, centrifugando 5 minutos a 1500 rpm cada vez, para 
eliminar restos de anticuerpos no unidos a las células. Por último, las células se recogieron en 
500 µl de PBS conteniendo un 3% de formaldehído. De este modo, se fijaron  para poder ser  
adquiridas en el citómetro FACScan (FC 500, Beckman Coulter, CA, USA). La cantidad de 
monocitos activados en sangre total de cada paciente fue determinada como CD14+CD16+, 
después de restarle el fondo de fluorescencia de sus negativos. 
4. Análisis estadístico: 
Para analizar los resultados fue necesario emplear técnicas de estadística descriptiva con el 
fin de determinar las características de los pacientes incluidos en los distintos estudios. Para 
describir las variables categóricas se utilizó la frecuencia absoluta y el porcentaje (%). Para 
describir las variables cuantitativas se utilizó la media como medida de tendencia central en los 
casos de distribución normal y la mediana si se trataba de una distribución no normal. Las 
medidas de dispersión utilizadas fueron la desviación estándar en los casos de distribución 
normal y el rango intercuartílico en los casos de distribución no normal. Independientemente de 
si la variable presentaba una distribución normal o no, los resultados en los gráficos de barras se 
mostraron siempre con la media y el error estándar de la media. Para evaluar la condición de 
normalidad se utilizaron pruebas de normalidad o de bondad de ajuste (prueba de Kolmogorov-
(No fluorescente) 
Forma reducida 
(Fluorescente) 
Forma oxidada 
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Smirnov para muestras de mayor tamaño (n>30) y la prueba de Shapiro-Wilk para muestras 
pequeñas (n<30). 
Para relacionar las variables fue necesario emplear diferentes test estadísticos. En el análisis 
univariante de 2 variables cualitativas se utilizaron tablas de contingencia. Para muestras 
pequeñas o que no cumplían la condición de normalidad se utilizaron test estadísticos no 
paramétricos y para muestras con n>30 que cumplían la condición de normalidad test de 
estadística paramétrica. De este modo, los test no paramétricos utilizados fueron el test de 
Wilcoxon para comparar 2 muestras relacionadas y el test de Friedman para comparar más de 2 
muestras relacionadas. Los test de estadística paramétrica empleados fueron la T de Student 
para muestras relacionadas y el análisis de la varianza. Se consideraron diferencias 
estadísticamente significativas si la p<0,05. El programa informático con el que se hicieron los 
cálculos fue el SPSS versión 1.8. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
1. Hipótesis: 
 Durante el tratamiento con hemodiálisis, la membrana de diálisis tiene un contacto directo 
con la sangre de los pacientes, lo que puede provocar una respuesta inflamatoria como 
consecuencia de la interacción de la sangre y sus elementos celulares con la membrana de 
diálisis, que a su vez podría tener consecuencias sobre la aceleración de la ateroesclerosis y la 
patología cardiovascular de estos  pacientes. La utilización de diferentes membranas de diálisis 
podría provocar una respuesta diferente en los pacientes, pudiendo tener alguna de estas 
membranas un mejor perfil desde el punto de vista de la activación monocitaria, y las 
consecuencias de esta activación sobre  la funcionalidad endotelial. 
2. Objetivos general: 
Analizar diferentes aspectos de la interacción células circulantes-endotelio, en pacientes en 
programa de hemodiálisis crónica, en función de las características de las membranas de diálisis 
utilizadas. 
3. Objetivos específicos: 
3.1. Comparar el efecto de dos membranas sintéticas de alta permeabilidad, la 
polietersulfona y la polisulfona estándar, sobre la funcionalidad endotelial, 
evaluando: 
3.1.1. La adhesión de monocitos de pacientes en hemodiálisis sobre células 
endoteliales en cultivo. 
3.1.2. La toxicidad celular inducida por los monocitos de pacientes en hemodiálisis 
sobre células endoteliales en cultivo. 
3.1.3. La expresión de factores vasoactivos endoteliales, óxido nítrico sintetasa 
endotelial (eNOS) y enzima conversora de endotelina (ECE-1), en células endoteliales 
expuestas a monocitos de pacientes en hemodiálisis. 
3.2. Comparar el efecto de una membrana de alta permeabilidad sintética, la 
polinefrona, respecto a otras membranas, como el triacetato de celulosa, la 
polisulfona y la poliamida, sobre la activación monocitaria, evaluando: 
3.2.1. El porcentaje de monocitos activados (CD14+CD16+) de pacientes en 
hemodiálisis. 
3.2.2. La producción de radicales libres (ROS) por los monocitos de pacientes en 
hemodiálisis. 
3.2.3. La expresión de proteínas de shock térmico (Hsp70 y Hsp90) en los monocitos 
aislados de pacientes en hemodiálisis.
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RESULTADOS 
Objetivo 1.- Comparación de los efectos de la polietersulfona y de la polisulfona  
sobre la funcionalidad endotelial.  
1.1. Estudio piloto cuasi experimental (antes-después): 
Para evaluar el efecto de los dos dializadores sobre la funcionalidad endotelial se realizó un 
estudio piloto en 10 pacientes, cuyas características demográficas se describen en la Tabla 9. La 
etiología de la insuficiencia renal de los pacientes incluidos se muestra en la Figura 14, la 
comorbilidad asociada en la Figura 15, y los dializadores con los que se estaban tratando los 
pacientes antes de iniciar el estudio en la Figura 16. 
Tabla 9. Características demográficas de los pacientes. 
 
Nº de pacientes  10 
Sexo Masculino n (%) 5 (50 %) 
 Femenino n (%) 5 (50 %) 
Edad (años) Mediana (r.i.) 64,5 (25,7) 
T en diálisis (meses) Mediana (r.i.) 18,5 (13) 
 
T en diálisis: tiempo de tratamiento en diálisis. Los datos se 
expresan como número absoluto (n), porcentaje (%), mediana y rango 
intercuartílico (r.i.). 
 
Vascular 10% 
Diabetes 20%
NIC 20%
GN 40%
EPQA 10%
 
Figura 14. Etiología de la insuficiencia renal. NIC: nefropatía intersticial crónica; GN: 
glomerulonefritis; EPQA: enfermedad poliquística del adulto. La etiología de la insuficiencia 
renal se expresa en porcentaje (%). 
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Figura 15. Comorbilidad asociada. HTA: hipertensión arterial; DM: diabetes mellitus; CI: 
cardiopatía isquémica; EVP: enfermedad vascular periférica; ACVA: accidente 
cerebrovascular. La comorbilidad se expresa en porcentaje (%). 
Polisulfona alta
permeabilidad 30%
Polisulfona baja
permeabilidad 60%
Poliacrilonitrilo 10%
 
Figura 16. Dializadores de los pacientes antes del inicio del estudio. Los diferentes 
dializadores con los que estaban siendo tratados los pacientes antes de iniciar el estudio se 
expresan en porcentaje (%). 
La etiología más frecuente de insuficiencia renal en este grupo de pacientes fue la 
glomerulonefritis, siendo la hipertensión (HTA) la comorbilidad más habitualmente asociada. El 
dializador previo antes del inicio del estudio utilizado con más frecuencia fue la polisulfona de 
baja permeabilidad. 
1.1.1. Evaluación del efecto agudo de una sesión de hemodiálisis: 
El efecto de una única sesión de hemodiálisis con las diferentes membranas en estudio se 
recoge en la Tabla 10. No hubo diferencias significativas en la adhesión de los monocitos de los 
pacientes a células endoteliales en cocultivo antes y después de la sesión de hemodiálisis con 
polietersulfona y con polisulfona. Tampoco hubo diferencias en la toxicidad producida por estos 
monocitos sobre las células endoteliales, ni en la expresión de factores vasoactivos, eNOS y 
ECE-1, en las células endoteliales cultivadas con los monocitos de los pacientes dializados con 
las dos membranas estudiadas. 
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Tabla 10. Efecto agudo de una sesión de hemodiálisis con polietersulfona y con 
polisulfona sobre la funcionalidad endotelial. 
 
  Polietersulfona  
 Pre-HD Post-HD p 
Adhesión MC a CE (%) 4,4 (4,03) 3,06 (2,3) ns 
Toxicidad, LDH (u.i./L) 384 (362) 495 (331) ns 
Expresión eNOS (U.D.) 0,55 (0,54) 0,6 (0,51) ns 
Expresión ECE-1 (U.D.) 0,64 (0,63) 0,51 (0,47) ns 
 
  Polisulfona  
 Pre-HD Post-HD p 
Adhesión MC a CE (%) 1,6 (1,23) 1,2 (0,83)           ns 
Toxicidad, LDH (u.i./L) 121 (41) 125 (66) ns 
Expresión eNOS (U.D.) 0,78 (0,68) 0,63 (0,46) ns 
Expresión ECE-1 (U.D.) 0,44 (0,44) 0,43 (0,53) ns 
 
MC: monocitos; CE: células endoteliales; pre-HD: pre-hemodiálisis; post-HD: post-
hemodiálisis; LDH: lactato deshidrogenasa; u.i.: unidades internacionales; eNOS: óxido nítrico 
sintetasa endotelial; ECE-1: enzima conversora de endotelina-1; U.D.: unidades densitométricas. 
Los datos se expresan como mediana y rango intercuartílico.  
 
1.1.2. Evaluación del efecto de 15 días de hemodiálisis: 
Tras 15 días de tratamiento con polietersulfona, se observó una disminución en la adhesión 
de los monocitos a las células endoteliales en cultivo (Figura 17A), así como una disminución 
en la toxicidad de las células endoteliales en cocultivo (Figura 17B), producida por los 
monocitos de los pacientes en hemodiálisis, respecto a las condiciones basales, y al tratamiento 
de 15 días con polisulfona. No se observaron diferencias en la expresión de eNOS en células 
endoteliales en cocultivo con monocitos de pacientes en tratamiento con el dializador basal, con 
polietersulfona o con polisulfona (Figura 17C). Sin embargo, si se observó una disminución 
estadísticamente significativa en la expresión de ECE-1 en células endoteliales en cocultivo con 
monocitos de pacientes tratados 15 días con polietersulfona, respecto a los tratados con su 
dializador habitual o con polisulfona (Figura 17D). 
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Figura 17. Efecto de 15 días de diálisis con polietersulfona (PES) y con polisulfona (PS) 
respecto a la situación basal. Los monocitos (MC) fueron aislados de sangre total de cada 
paciente antes y después de la sesión de hemodiálisis. Entonces, 1 millón de MC se incubaron 
durante 24 h con células endoteliales humanas (CE) en cultivo. A) Adhesión de MC a CE 
midiendo porcentaje de CE-CD14+ por citometría de flujo. B) Toxicidad celular expresada 
como LDH liberada al medio de cultivo. C, D) Tras el cocultivo de MC con CE, se extrajeron 
las proteínas de CE para analizar la expresión proteica de la óxido nítrico sintetasa endotelial 
(eNOS) (C) y de la enzima conversora de endotelina-1 (ECE-1) (D) por técnicas de Western 
blot. En la parte superior de cada panel se muestra un Western blot representativo y en la parte 
inferior aparece un gráfico con el análisis densitométrico de todos los datos. Los resultados se 
expresan como media y error estándar de la media. *p<0,05 vs dializador basal y PS, analizado 
por el test de Friedman. 
También se evaluó la tensión arterial media y la utrafiltración en ml/h durante la sesión de 
hemodiálisis en la que se aislaron los monocitos con cada una de las membranas en estudio, sin 
observarse diferencias estadísticamente significativas (Tabla 11). 
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Tabla 11. Tensión arterial media y ultrafiltración tras 15 días de diálisis con 
polietersulfona y con polisulfona. 
 
 Basal Polietersulfona Polisulfona p (Friedman) 
TAM  118 (25) 108 (29) 111 (22) ns 
UF (ml/h) 835 (232) 775 (268) 790 (496) ns 
 
TAM: tensión arterial media; UF: ultrafiltración; ml/h: mililitros/hora; ns: no 
significativo. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartílico.  
 
1.2. Estudio prospectivo multicéntrico: 
En el estudio multicéntrico realizado para comparar el efecto de la polietersulfona con la 
polisulfona se incluyeron 30 pacientes, divididos en 2 grupos de tratamiento según el dializador 
en estudio. Las características basales de los pacientes por grupo de tratamiento se muestran en 
la Tabla 12, la etiología de la insuficiencia renal en la Figura 18, la comorbilidad asociada en la 
Figura 19, y el dializador con el que se estaban tratando los pacientes antes de iniciarse el 
estudio en la Figura 20. 
Tabla 12. Características basales de los pacientes. 
 
Grupos  Polietersulfona Polisulfona  p 
Nº de pacientes  19 11  
Sexo Masculino n (%) 12 (63 %) 4 (36 %) ns 
 Femenino n (%) 3 (37 %) 7 (67 %) ns 
Edad (años) Mediana (r.i.) 73(17) 72(25) ns 
T diálisis (meses) Mediana (r.i) 27 (25) 26(25) ns 
 
T en diálisis: tiempo de tratamiento en diálisis. Los datos se expresan como frecuencia 
absoluta (n), porcentaje (%), mediana y rango intercuartílico (r.i). 
Los dos grupos eran comparables respecto al sexo, edad y tiempo en diálisis. La etilogía 
más frecuente de la insuficiencia renal en el grupo tratado con polietersulfona fue la diabetes, 
siendo en el grupo tratado con polisulfona la glomerulonefritis (Figura 18).  
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Grupo PES (n=19)
Vascular 16%
Diabetes 26%
NIC 5%
GN 21%
Desconocida 16%
EPQA 10,5%
Sd Alport 5%
Grupo PS (n=11)
Vascular 9% 
Diabetes 9%
NIC 27%
GN 45%
Desconocida 9%
 
Figura 18. Etiología de la insuficiencia renal de los pacientes del grupo tratado con 
polioetersulfona (PES) y del grupo tratado con polisulfona (PS). NIC: nefropatía intersticial 
crónica; GN: glomerulonefritis; EPQA: enfermedad poliquística del adulto. La etiología de la 
insuficiencia renal se expresa en porcentaje (%). 
La HTA fue el agente comórbido más frecuente en ambos grupos, no apreciándose 
diferencias significativas entre los dos grupos respecto a la comorbilidad (Figura 19).  
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Figura 19. Comorbilidad asociada. HTA: hipertensión arterial; DM: diabetes mellitus; CI: 
cardiopatía isquémica; EVP: enfermedad vascular periférica; ACVA: accidente cerebrovascular. 
La comorbilidad se expresa en porcentaje (%). PES: Polietersulfona; PS: Polisulfona. 
En el grupo tratado con polietersulfona hubo un mayor porcentaje de pacientes dializados 
previamente con polisulfona de alta permeabilidad que en el grupo tratado con polisulfona 
(Figura 20), aunque la diferencia no fue estadísticamente significativa. 
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GRUPO PES (n=19) Polisulfona alta
permeabilidad 69%
Polisulfona baja
permeabilidad 5%
Poliacrilonitrilo 5%
Celulosa 21%
 
GRUPO PS (n=11)
Polisulfona alta
permeabilidad 27%
Polisulfona baja
permeabilidad 45%
Poliacrilonitrilo 10%
Celulosa 18%
 
Figura 20. Dializadores de los pacientes antes del inicio del estudio. Grupo PES: 
pacientes en los que el dializador es sustituido por polietersulfona. Grupo PS: pacientes en 
los que el dializador es sustituido por polisulfona. Los dializadores utilizados se expresan 
en porcentaje (%).  
1.2.1. Evaluación del efecto de una sesión de hemodiálisis: 
El efecto agudo de una única sesión de hemodiálisis con polietersulfona y con polisulfona 
se muestra en la Tabla 13. Dicha tabla recoge los datos en porcentaje de la adhesión de 
monocitos a las células endoteliales en cocultivo, la toxicidad celular de las células endoteliales 
incubadas con los monocitos de los pacientes expresada como LDH liberada al medio de 
cultivo, y la expresión o contenido proteico de los factores vasoactivos endoteliales, ECE-1 y 
eNOS, en las células endoteliales coincubadas con los monocitos. Observamos que con las dos 
membranas en estudio hubo una disminución significativa al finalizar la sesión de hemodiálisis 
sobre la adhesión de los monocitos a las células endoteliales en cultivo. Sin embargo, no hubo 
cambios significativos en la toxicidad celular ni en la expresión de factores vasoactivos (eNOS 
y ECE-1) con ninguna de las 2 membranas en estudio. 
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Tabla 13. Efecto de una sesión de HD sobre la funcionalidad endotelial. 
 
  Polietersulfona  
 Pre-HD Post-HD p 
Adhesión MC a CE (%) 3,2 (3,3) 2,2 (1,4) 0,005 
Toxicidad, LDH (u.i./L) 129,2 (176) 158,2 (175) ns 
Expresión eNOS (U.D.) 0,51 (0,58) 0,56 (0,31) ns 
Expresión ECE-1 (U.D.) 0,73 (0,55) 0,73 (0,53) ns 
 
  Polisulfona  
 Pre-HD Post-HD p 
Adhesión MC a CE (%) 3,1 (4,2) 1,8 (1,5) 0,037 
Toxicidad, LDH (u.i./L) 221 (159) 171 (205) ns 
Expresión eNOS (U.D.) 0,57 (0,53) 0,48 (0,51) ns 
Expresión ECE-1 (U.D.) 0,72 (0,89) 0,48 (0,74) ns 
 
MC: monocitos; CE: células endoteliales; pre-HD: pre-hemodiálisis; post-HD: post-
hemodiálisis; LDH: lactato deshidrogenasa; u.i.: unidades internacionales; eNOS: 
óxido nítrico sintetasa endotelial; ECE-1: enzima conversora de endotelina-1; U.D.: 
unidades densitométricas. Los datos se expresan como mediana y rango 
intercuartílico. Se considera una diferencia estadísticamente significativa si p<0,05. 
 
1.2.2. Evaluación del efecto crónico de 3 meses de hemodiálisis: 
En la segunda parte de este estudio multicéntrico se evaluó el efecto crónico de 3 meses de 
tratamiento con las dos membranas en estudio, en dos grupos diferentes: pacientes dializados 
con polietersulfona y pacientes dializados con polisulfona, respecto a los parámetros de 
funcionalidad endotelial analizados. El comportamiento de ambos dializadores fue similar en los 
dos grupos, observándose un aumento en la adhesión de monocitos a las células endoteliales en 
cocultivo tanto con polietersulfona como con polisulfona, respecto al dializador basal (Figura 
21A). En contraste, se observó una disminución en la toxicidad de las células endoteliales 
coincubadas con los monocitos de los pacientes, con ambas membranas en estudio, respecto al 
dializador basal (Figura 21B).  
Sin embargo, no se objetivaron cambios significativos en la expresión de factores 
endoteliales vasoactivos (eNOS y ECE-1) en las células endoteliales coincubadas con los 
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monocitos de los pacientes en diálisis con ninguna de las membranas en estudio, respecto al 
dializador basal (Figuras 21C y 21D). 
 
Figura 21. Efecto de 3 meses de diálisis con polietersulfona (PES) y con polisulfona 
(PS) respecto al dializador basal. Los monocitos (MC) fueron aislados de sangre total de 
cada paciente antes y después de la sesión de hemodiálisis. Entonces, 1 millón de MC se 
incubaron durante 24 h con células endoteliales humanas (CE) en cultivo. A) Adhesión de 
MC a CE midiendo porcentaje de CE-CD14+. B) Toxicidad celular expresada como lactato 
deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de cultivo. C, D) Tras el cocultivo de MC con CE, 
se extrajeron las proteínas de CE para analizar la expresión proteica de la óxido nítrico 
sintetasa endotelial (eNOS) (C) y de la enzima conversora de endotelina-1 (ECE-1) (D) por 
técnicas de Western blot. En la parte superior de cada panel se muestra un Western blot 
representativo y en la parte inferior aparece un gráfico con el análisis densitométrico de 
todos los datos. Los resultados se expresan como media y error estándar de la media. 
*p<0,05 vs dializador basal. 
En las diálisis evaluadas, la tasa de reducción de pequeñas y medianas moléculas fue 
similar con las 2 membranas en estudio (Figura 22). No se observaron diferencias significativas 
ni en la tensión arterial media, ni en el recuento leucocitario a los 30 minutos del inicio de la 
A 
ECE-1 
Actin 
Basal  PES  PS 
B 
0
200
400
Basal PES PS
To
xi
ci
da
d 
ce
lu
la
r,
LD
H 
(u.
i./
L)
*
*
0
2
4
6
8
10
12
Basal PES PS
Ad
he
si
o
n
 
de
 
M
C 
a 
CE
(%
 
CD
14
-
PE
+
)
*
*
0
0,5
1
1,5
Basal PES PS
Ex
pr
es
io
n
 
de
 
eN
O
S
po
r 
µg
 
pr
o
te
in
a 
(U
.
D.
)
0
0,5
1
1,5
Basal PES PSE
x
pr
es
ió
n
 
de
 
EC
E-
1
po
r 
µg
 
pr
o
te
in
a 
(U
.
D.
)
eNOS 
Actin 
Basal  PES  PS D 
Resultados 
65 
 
sesión en los 2 grupos de tratamiento (Tabla 14), así como tampoco en la tasa de ultrafiltración 
basal y a los 3 meses del grupo tratado con polietersulfona. Sin embargo, en el grupo tratado 
con polisulfona se objetivó una discreta disminución de la tasa de ultrafiltración, 
estadísticamente significativa, en la diálisis a los 3 meses.  
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Figura 22. Eliminación de solutos. TRU: tasa de reducción de urea; TRCr: tasa de 
reducción de creatinina; TRß2-Microglob: tasa de reducción de ß2-microglobulina. 
Membranas en estudio: polietersulfona (PES) y polisulfona (PS). 
 
Tabla 14. Tensión arterial media, ultrafiltración y leucopenia en los 2 grupos de 
tratamiento. 
 
 Polietersulfona Polisulfona 
 Basal 3 meses p Basal 3 meses p  
TAM  104 (8) 102 (21) ns 111 (22) 109 (21) ns 
UF (ml/h) 586 (409) 587 (371) ns 714 (238) 550 (333) 0,04 
Leucopenia (%) 18 11 ns 11.2 8 ns 
 
TAM: tensión arterial media; UF: ultrafiltración; ml/h: mililitros /hora; Leucopenia (%): 
porcentaje de disminución de los leucocitos a los 30 minutos de hemodiálisis respecto al inicio de 
la sesión de hemodiálisis; ns: no significativo. Los datos se expresan como mediana y rango 
intercuartílico. Se considera una diferencia estadísticamente significativa si *p<0,05. 
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Objetivo 2.- Comparación de los efectos de la polinefrona respecto a otros 
dializadores sobre la activación monocitaria. 
2.1. Estudio piloto cuasi-experimental comparando polinefrona y triacetato de 
celulosa :  
Se realizó un estudio piloto en 9 pacientes para comparar el efecto de la diálisis con una 
membrana de celulosa modificada (triacetato de celulosa) respecto a una nueva membrana 
sintética (polinefrona) sobre la activación monocitaria, siendo los pacientes controles de si 
mismos. Las características basales de los pacientes se indican en la Tabla 15, la etiología de la 
insuficiencia renal en la Figura 23 y la comorbilidad asociada en la Figura 24. La etiología más 
frecuente de insuficiencia renal en este grupo fue la glomerulonefritis, siendo la comorbilidad 
asociada con más frecuencia la hipertensión.  
Tabla 15. Características basales de los pacientes. 
 
Nº de pacientes  9 
Sexo Masculino n (%) 6 (67) 
 Femenino n (%) 3 (33) 
Edad (años) Mediana (r.i.) 61(21) 
T en diálisis (meses) Mediana (r.i.) 32(35) 
 
T en diálisis: tiempo de tratamiento en diálisis. Los datos se expresan como 
frecuencia absoluta (n), porcentaje (%), mediana y rango intercuartílico (r.i.).  
 
Vascular 11% 
Diabetes 11%
NIC 11%
GN 33%
EPQA 11%
Desconocida 11%
Amiloidosis 11%
 
Figura 23. Etiología de la insuficiencia renal. NIC: nefropatía intersticial crónica; GN: 
glomerulonefritis; EPQA: enfermedad poliquística del adulto. La etiología de la 
insuficiencia renal se expresa en porcentaje (%). 
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Figura 24.-Comorbilidad asociada. HTA: hipertensión arterial; DM: diabetes mellitus; 
CI: cardiopatía isquémica; EVP: enfermedad vascular periférica; ACVA: accidente 
cerebrovascular. La comorbilidad se expresa en porcentaje (%). 
2.1.1. Evaluación de efecto agudo de una sesión de hemodiálisis: 
El efecto agudo de una única sesión de hemodiálisis con polinefrona y con triacetato de 
celulosa sobre los parámetros de activación monocitaria evaluados se muestra en la Tabla 16.  
Tabla 16. Efecto de una sesión de hemodiálisis sobre la activación monocitaria. 
 
  Triacetato de celulosa  
 Pre-HD Post-HD p 
nº MC ROS+/10.000 células 1051 (1375) 1508 (1293) ns 
nº MC CD14+CD16+/10.000 células 1562 (1139) 706 (1475) ns 
Expresión Hsp70 (U.D.) 2,3 (4,1) 1,3 (3,1) ns 
Expresión Hsp90 (U.D.) 1,4 (1,5) 1,6 (3,2) ns 
 
  Polinefrona  
 Pre-HD Post-HD p 
nº MC ROS+/10.000 células 401 (467) 364 (365) ns 
nº MC CD14+CD16+/10.000 células 1120 (920) 162 (760) ns 
Expresión Hsp70 (U.D.) 0,25 (2,2) 1,7 (2,2) 0,028 
Expresión Hsp90 (U.D.) 8,4 (16.2) 1,3 (10,19) 0,028 
 
pre-HD: pre-hemodiálisis; post-HD: post-hemodiálisis; MC ROS+: Monocitos productores de 
especies reactivas de oxígeno cuantificados en citómetro de flujo; MC CD14+CD16+: Monocitos 
activados cuantificadas en citómetro de flujo. Hsp: Proteína de shock térmico; U.D.: unidades 
densitométricas. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartílico. Se considera una 
diferencia estadísticamente significativa si p<0,05. 
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No hubo diferencias significativas antes y después de la sesión de hemodiálisis con 
ninguna de las 2 membranas estudiadas sobre la producción de ROS y el porcentaje de 
monocitos activados CD14+CD16+. Respecto a las proteínas de shock térmico Hsp70 y Hsp90, 
no se obtuvieron cambios significativos con triacetato de celulosa tras una sesión de 
hemodiálisis, pero sí se obtuvo un aumento significativo en la expresión proteica de Hsp70 en 
los monocitos de los pacientes al finalizar la sesión con polinefrona, además de una disminución 
estadísticamente significativa en la expresión de Hsp90 al finalizar la sesión con la misma 
membrana. 
2.1.2. Evaluación del efecto crónico de 4 meses de hemodiálisis: 
El efecto crónico de 4 meses de tratamiento con triacetato de celulosa y con polinefrona 
sobre los parámetros de activación monocitaria evaluados se muestra en la Figura 25.  
 
Figura 25. Efecto crónico de 4 meses de tratamiento con triacetato de celulosa (TC) y con 
polinefrona (PN) sobre la activación monocitaria. Los monocitos (MC) fueron aislados de 
sangre total de cada paciente antes y después de la sesión de hemodiálisis. A) Los MC fueron 
incubados con una sonda DHDCF durante 30 min a 37ºC, que tras oxidarse por la presencia de 
radicales libres (ROS) fue cuantificada la señal fluorescente por citómetro indicando el número de 
MC productores de ROS (MC ROS+). B) 100 µl de sangre total fue incubada con anticuerpos 
CD14 y CD16 durante 20 min a temperatura ambiente, para detectar lo monocitos activados que 
eran positivos para ambos marcadores (MC CD14+CD16+) mediante un citómetro de flujo. C, D) 
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Se extrajeron las proteínas de MC aislados de sangre total, para cuantificar los niveles proteicos de 
las proteínas de shock térmico Hsp70 (C) y Hsp90 (D) por técnicas de Western blot. En la parte 
superior de cada panel se muestra un Western blot representativo y en la parte inferior aparece un 
gráfico con el análisis densitométrico de todos los datos. Los resultados se expresan como media y 
error estándar de la media. *p<0,05 vs dializador basal TC. 
La diálisis con polinefrona provocó una disminución en la producción de ROS por parte de 
los monocitos respecto al tratamiento con triacetato de celulosa en el mismo grupo de pacientes 
(Figura 25A). También tras 4 meses de tratamiento con polinefrona, los pacientes mostraron una 
disminución en el porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+, respecto al tratamiento de 4 
meses con triacetato de celulosa (Figura 25B).  
La expresión de la proteína Hsp70 en monocitos no experimentó cambios significativos 
tras el tratamiento con las 2 membranas en estudio (Figura 25C), aunque sí se pudo observar un 
aumento significativo en la expresión de la Hsp90 en monocitos de los pacientes dializados con 
polinefrona, respecto a los dializados con triacetato de celulosa (Figura 25D).  
Se evaluó la eliminación de pequeñas y medianas moléculas con los dos dializadores en 
estudio, no apreciándose diferencias estadísticamente significativas en la tasa de reducción de 
urea, creatinina y ß2-microglobulina entre los dos dializadores. Aunque la diferencia no fue 
estadísticamente significativa, parecía haber una mayor tasa de reducción de ß2-microglobulina 
con polinefrona que con triacetato de celulosa (Figura 26).  
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Figura 26. Eliminación de solutos con triacetato de celulosa (TC) y con polinefrona 
(PN) a los 4 meses de tratamiento. TRU: tasa de reducción de urea; TRCr: tasa de 
reducción de creatinina; TRß2-microglob: tasa de reducción de ß2-microglobulina.  
No se observaron diferencias significativas sobre la tensión arterial media y la 
ultrafiltración durante la sesión de diálisis con los dializadores estudiados (Tabla 17).  
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Tabla 17. Tensión arterial media y ultrafiltración durante la sesión 
de hemodiálisis con triacetato de celulosa y con polinefrona. 
 
 Triacetato de celulosa Polinefrona p 
TAM 100 (34) 104 (37) ns 
UF (ml/h) 780 (437) 800 (318) ns 
 
TAM: tensión arterial media; UF: ultrafiltración; ml/h: mililitros /hora; ns: 
no significativo. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartílico. 
 
Tampoco hubo diferencias en los parámetros bioquímicos y hematológicos de los pacientes 
tras 4 meses de tratamiento con triacetato de celulosa o con polinefrona (Tabla 18). Entre los 
parámetros bioquímicos analizados se estudiaron marcadores de inflamación (PCR, ferritina) y 
parámetros relacionados con el metabolismo óseo (calcio-fósforo). Entre los parámetros 
hematológicos se evaluó la leucopenia a los 30 minutos, que es una forma clásica de evaluar 
clínicamente la biocompatibilidad de las membranas de diálisis. 
Tabla 18. Parámetros bioquímicos y hematológicos de los pacientes en 
hemodiálisis tras 4 meses de tratamiento con los 2 dializadores en 
estudio, (Triacetato de celulosa y Polinefrona). 
 
 Triacetato celulosa Polinefrona p 
Hb (g/dl) 11,2 (2,7) 11,3 (3,2) ns 
Ferritina (ng/ml) 585 (274) 631 (500) ns 
Leucopenia (%) 17,8 (10,3) 19,5 (18) ns 
PCR (mg/l) 5,4 (25) 9 (45,2) ns 
Ca (mg/dl) 8,4 (1,9) 8,6 (1,7) ns 
P (mg/dl) 6,1 (3,5) 5,1 (1,45) ns 
Ac. úrico (mg/dl) 6,3 (1,03) 6,3 (0,78) ns 
β2m (mg/l) 28,6 (13,3) 26,1(17) ns 
 
Hb: Hemoglobina; Leucopenia (%): porcentaje de disminución de los leucocitos a 
los 30 minutos de hemodiálisis respecto al inicio de la sesión de hemodiálisis; PCR: 
proteína C reactiva; Ca: calcio; P: fósforo; Ac. Úrico: ácido úrico; β2m: β2 
microglobulina;  ns: no significativo. Los datos se expresan como mediana y rango 
intercuartílico. 
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2.2. Estudio multicéntrico controlado y aleatorizado comparando polinefrona con 
helixona  y poliamida:  
Para evaluar el efecto de la polinefrona, comparado con el de dos membranas de referencia 
en la actualidad, helixona y poliamida, sobre la activación monocitaria, se realizó un estudio con 
47 pacientes. De estos, 9 pacientes fueron aleatorizados para formar el grupo control, 
manteniendo su dializador habitual de helixona o poliamida, y 38 pacientes formaron el grupo 
de tratamiento (polinefrona), cambiando helixona o poliamida por polinefrona. Ambos grupos 
permanecieron 4 meses con dichos dializadores de estudio. Las características basales de ambos 
grupos se expresan en la Tabla 19. 
 
Tabla 19. Características basales de los pacientes. 
 
Grupos  Control Polinefrona p 
Nº de pacientes  9 38  
Sexo Masculino n (%) 6 (67) 27 (71) ns 
 Femenino n (%) 3 (33) 11 (29) ns 
Edad (años) Mediana (r.i.) 65 (30) 65 (28) ns 
T diálisis (meses) Mediana (r.i.) 25(46) 32(55) ns 
Tipo de HD 
Online n (%) 
Alto flujo n (%) 
4 (44) 
5 (56) 
14 (37) 
24 (63) 
ns 
ns 
 
Control: grupo control; Polinefrona: grupo dializado con polinefrona; T diálisis: tiempo de 
tratamiento en hemodiálisis; HD: hemodiálisis; ns: no significativo. Los valores se expresan con 
frecuencia absoluta (n) y porcentaje (%), o como mediana y rango intercuartílico (r.i.). 
 
La etiología de la insuficiencia renal de los pacientes se muestra en la Figura 27, y la 
comorbilidad asociada se muestra en la Figura 28. 
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Grupo Control (n=9) Vascular 14% 
Diabetes 28%
NIC 11%
GN 14%
EPQA 11%
Desconocida 22%
 
Grupo Polinefrona (n=38)
Vascular 11%
Diabetes 28%
NIC 3%
GN 20%
Desconocida 34%
Amiloidosis 3%
 
Figura 27.- Etiología de la insuficiencia renal en el grupo control y en el grupo 
dializado con polinefrona. NIC: nefropatía intersticial crónica; GN: glomerulonefritis; 
EPQA: enfermedad poliquística del adulto. La etiología de la insuficiencia renal se expresa 
en porcentaje (%). 
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Figura 28.- Comorbilidad asociada en los grupos de estudio. Control: grupo control; 
PN: grupo dializado con polinefrona; HTA: hipertensión arterial; DM: diabetes mellitus; 
CI: cardiopatía isquémica; EVP: enfermedad vascular periférica; ACVA: accidente 
cerebrovascular. La comorbilidad se expresa en porcentaje (%). 
2.2.1. Evaluación del efecto agudo de una sesión de hemodiálisis: 
El efecto agudo de una única diálisis con cada uno de los dializadores incluidos en el 
estudio se muestra en la Tabla 20. Una única sesión de hemodiálisis no modificó ninguno de los 
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parámetros analizados respecto a la activación monocitaria con ninguno de los dializadores 
incluidos en el estudio. 
Tabla 20. Efecto agudo de una sesión de hemodiálisis sobre la activación 
monocitaria. 
 
  Poliamida  
 Pre-HD Post-HD p 
Nº MC ROS+/10.000 células 1081 (1170) 903 (1314) ns 
Nº MC CD14+CD16+/10.000 células 405 (1426) 530 (1094) ns 
Expresión Hsp70 (U.D.) 1,07 (1,55) 1,04 (1,43) ns 
Expresión Hsp90 (U.D.) 1,35 (2,26) 1,23 (2,25) ns 
 
  Helixona  
 Pre-HD Post-HD p 
Nº MC ROS+/10.000 células 1143 (1200) 1041 (658) ns 
Nº MC CD14+CD16+/10.000 células 562 (1272) 624 (985) ns 
Expresión Hsp70 (U.D.) 1,32 (1,39) 0,8 (0,85) ns 
Expresión Hsp90 (U.D.) 1,16 (2,46) 0,75 (2,55) ns 
 
  Polinefrona  
 Pre-HD Post-HD p 
Nº MC ROS+/10.000 células 805 (1577) 878 (1501) ns 
nº MC CD14+CD16+/10.000 células 585 (672) 475 (804) ns 
Expresión Hsp70 (U.D.) 0,59 (1,11) 0,65 (1,77) ns 
Expresión Hsp90 (U.D.) 1,69 (3,7) 1,16 (2,17) ns 
 
pre-HD: pre-hemodiálisis; post-HD: post-hemodiálisis. MC ROS+: Monocitos 
productores de especies reactivas de oxígeno cuantificados en citómetro de flujo; MC 
CD14+CD16+: Monocitos activados cuantificadas en citómetro de flujo. Hsp: Proteína de 
shock térmico; U.D.: unidades densitométricas. Los datos se expresan como mediana y 
rango intercuartílico. Se considera una diferencia estadísticamente significativa si p<0,05. 
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2.2.2. Evaluación del efecto crónico de  4 meses de hemodiálisis: 
En la Figura 29 se muestra el efecto de los dializadores sobre la producción de ROS en 
monocitos. No se observaron cambios en este parámetro ni en el grupo control, es decir, en 
aquellos pacientes que continuaban con el mismo dializador (Figura 29A), ni en el grupo en el 
que se cambió el dializador a polinefrona. Esto fue evidente tanto si se consideraban 
independientemente los dializadores de helixona (Figura 29C) o poliamida (Figura 29D), como 
si se consideraban estas dos membranas conjuntamente (Figura 29B). 
 
Figura 29.- Efecto crónico de 4 meses de hemodiálisis con polinefrona (PN) respecto a 
los dializadores basales poliamida (PL) y helixona (HL) sobre la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) en monocitos. Los monocitos (MC) fueron aislados 
de sangre total de cada paciente antes y después de la sesión de hemodiálisis. Los MC 
fueron incubados con una sonda DHDCF durante 30 min a 37ºC, que tras oxidarse por la 
presencia de ROS fue cuantificada la señal fluorescente por citómetro indicando el número 
de MC productores de ROS (MC ROS+) por cada 10.000 células analizadas. A) Producción 
de ROS en el grupo control, tras 4 meses de tratamiento con el mismo dializador, PL: 
poliamida o HL: helixona. B) Producción de ROS tras 4 meses de tratamiento con 
polinefrona (PN) respecto a dializadores basales PL y HL. C) Producción de ROS tras 4 
meses de tratamiento con PN respecto a HL. D) Producción de ROS tras 4 meses de 
tratamiento con PN respecto a PL. Los datos se expresan como media y error estándar de la 
media.  
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La Figura 30 muestra el efecto crónico de 4 meses de tratamiento con los distintos 
dializadores sobre la cantidad de los monocitos activados (CD14+CD16+). En la Figura 30A se 
muestra el efecto de 4 meses de tratamiento en el grupo control, en el que se mantuvo el 
dializador habitual, no observándose cambios en el porcentaje de monocitos activados 
(CD14+CD16+).  
 
Figura 30.- Efecto crónico de 4 meses de tratamiento en hemodiálisis con polinefrona 
(PN) respecto a los dializadores basales poliamida (PL) y helixona (HL) sobre el 
porcentaje de monocitos activados (CD14+CD16+). 100 µl de sangre total fueron 
incubados con anticuerpos CD14 y CD16 durante 20 minutos a temperatura ambiente, para 
detectar lo monocitos activados que eran positivos para ambos marcadores (MC 
CD14+CD16+) por cada 10.000 células analizadas mediante un citómetro de flujo. A) 
Porcentaje de monocitos activados en el grupo control tras 4 meses de tratamiento con el 
mismo dializador basal, PL: poliamida o HL: helixona. B) Porcentaje de monocitos 
activados tras 4 meses de tratamiento con polinefrona (PN) respecto a poliamida (PL) y 
helixona (HL). C) Porcentaje de monocitos activados tras 4 meses de tratamiento con PN 
respecto a la HL. D) Porcentaje de monocitos activados tras 4 meses de tratamiento con PN 
respecto a la PL. Los datos se expresan como media y error estándar de la media. *p<0,05 
vs dializador basal. 
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En la Figura 30B se muestra el efecto tras 4 meses de tratamiento con polinefrona respecto 
al dializador habitual helixona o poliamida, observándose una disminución estadísticamente 
significativa en el porcentaje de monocitos activados (CD14+CD16+) con polinefrona. Al 
analizar por separado el efecto de polinefrona, respecto a la helixona (Figura 30C), o respecto a 
la poliamida (Figura 30D), se observó una disminución en la cantidad de monocitos activados 
(CD14+CD16+) con polinefrona respecto a ambos dializadores basales, aunque no fue 
estadísticamente significativa. 
La Figura 31 muestra el efecto crónico tras 4 meses de tratamiento con los distintos 
dializadores sobre la expresión proteica de Hsp70 en monocitos. En el grupo control se mantuvo 
el dializador habitual, no observándose cambios en la expresión de Hsp70 (Figura 31A). 
Cuando se comparó el efecto de la diálisis con polinefrona respecto a los 2 dializadores basales, 
poliamida y helixona, no se observaron diferencias estadísticamente significativas (Figura 31B). 
Al comparar el efecto de la polinefrona respecto a los dializadores basales por separado, 
tampoco se observaron diferencias en el contenido de Hsp70 en monocitos con polinefrona 
respecto a helixona (Figura 31C), o poliamida (Figura 31 D). 
La Figura 32 muestra el efecto crónico de 4 meses de tratamiento con los distintos 
dializadores sobre la expresión proteica de Hsp90 en monocitos de pacientes en hemodiálisis. 
En el grupo control, en el que los pacientes mantuvieron su dializador habitual durante todo el 
estudio, no se modificó la expresión de Hsp90 (Figura 32A). Tampoco se observaron cambios 
significativos en la expresión de Hsp90 cuando se comparó el efecto de 4 meses de tratamiento 
con polinefrona respecto a ambos dializadores basales, poliamida y helixona (Figura 32B). Al 
analizar el efecto de 4 meses de tratamiento con polinefrona respecto a cada uno de los 
dializadores basales por separado, tampoco se obtuvieron cambios significativos ni respecto a 
helixona (Figura 32C), ni respecto a poliamida (Figura 32D). 
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Figura 31.- Efecto crónico de 4 meses de tratamiento en hemodiálisis con polinefrona 
(PN) respecto a los dializadores basales poliamida (PL) y helixona (HL) sobre la 
expresión proteica de Hsp70 en monocitos. Los monocitos fueron aislados de sangre total 
de cada paciente antes y después de la sesión de hemodiálisis. Se extrajeron las proteínas de 
dichos monocitos para cuantificar los niveles proteicos de Hsp70 por técnicas de Western 
blot. En la parte superior de cada panel se muestra un Western blot representativo y en la 
parte inferior aparece un gráfico con el análisis densitométrico de todos los datos. A) 
Expresión de Hsp70 en los monocitos del grupo control, tras 4 meses de tratamiento con el 
mismo dializador. PL: poliamida o HL: helixona. B) Expresión de Hsp70 en los monocitos 
del grupo polinefrona, tras 4 meses de tratamiento con polinefrona (PN) respecto a PL y 
HL. C, D) Expresión de Hsp70 en los monocitos del grupo polinefrona, tras 4 meses de 
tratamiento con PN respecto al dializador basal HL (C), o PL (D). Los resultados se 
expresan como media y error estándar de la media.  
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Figura 32.- Efecto crónico de 4 meses de tratamiento en hemodiálisis con polinefrona 
(PN) respecto a los dializadores basales poliamida (PL) y helixona (HL) sobre la 
expresión proteica de Hsp90 en monocitos. Los monocitos fueron aislados de sangre total 
de cada paciente antes y después de la sesión de hemodiálisis. Se extrajeron las proteínas de 
dichos monocitos para cuantificar los niveles proteicos de Hsp90 por técnicas de Western 
blot. En la parte superior de cada panel se muestra un Western blot representativo y en la 
parte inferior aparece un gráfico con el análisis densitométrico de todos los datos. A) 
Expresión de Hsp90 en los monocitos del grupo control, tras 4 meses de tratamiento con el 
mismo dializador. PL: poliamida o HL: helixona. B) Expresión de Hsp90 en los monocitos 
del grupo polinefrona, tras 4 meses de tratamiento con polinefrona (PN) respecto a PL y 
HL. C, D) Expresión de Hsp90 en los monocitos del grupo polinefrona, tras 4 meses de 
tratamiento PN respecto al dializador basal HL (C), o respecto al dializador basal PL (D). 
Los resultados se expresan como media y error estándar de la media. 
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Se comparó la tasa de reducción de pequeñas y medianas moléculas con los diferentes 
dializadores (Figura 33). En el grupo control, en el que se mantuvo el mismo dializador durante 
todo el estudio, no hubo modificaciones en la tasa de reducción de urea, creatinina, ni ß2-
microglobulina (Figura 33A).  
 
Figura 33.- Eliminación de solutos con los distintos dializadores en estudio. A) 
Eliminación de solutos en el grupo control, en el que los pacientes mantuvieron el 
tratamiento con su dializador habitual, poliamida (PL) o helixona (HL). B) Comparación de 
la eliminación de solutos con polinefrona (PN) respecto a los dos dializadores basales, PL y 
HL. C) Comparación de la eliminación de solutos con PN respecto a HL. D) Comparación 
de la eliminación de solutos con PN respecto a PL. TRU: tasa de reducción de urea; TRCr: 
tasa de reducción de creatinina; TRß2-microglob: tasa de reducción de ß2-microglobulina. 
Los datos se expresan como media y error estándar de la media. *p<0,05 vs dializador 
basal. 
Al comparar el efecto de polinefrona con ambos dializadores basales, poliamida y helixona, 
no se observaron diferencias en la tasa de reducción de urea y creatinina. En cambio si se 
observó una mayor tasa de reducción de ß2-microglobulina, molécula de tamaño mediano, con 
polinefrona que con los dos dializadores basales (Figura 33B) considerados conjuntamente. 
Cuando se realizó el análisis de los dializadores por separado, las diferencias observadas en la 
tasa de reducción de ß2-microglobulina sólo fueron significativas entre poliamida y polinefrona 
(Figura 33D).  
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Se evaluaron parámetros hemodinámicos durante la sesión de hemodiálisis con los 
diferentes dializadores en estudio, no apreciándose diferencias estadísticamente significativas al 
comparar la tensión arterial media y la ultrafiltración durante la sesión con los 2 dializadores 
basales, poliamida o helixona, y la polinefrona (Tabla 21). También se analizaron parámetros 
hematológicos y bioquímicos de los pacientes tras 4 meses de tratamiento con las distintas 
membranas estudiadas, no hallándose diferencias significativas (Tabla 22). 
Tabla 21. Tensión arterial media y ultrafiltración durante la sesión de 
hemodiálisis con los dializadores en estudio. 
 
Grupos Control Polinefrona p 
TAM 91 (32) 95 (25) ns 
UF (ml/h) 675 (331) 700 (375) ns 
 
TAM: tensión arterial media; UF: ultrafiltración; ml/h: mililitros /hora. ns: no 
significativo. Grupo control: se utilizaron como dializadores basales, poliamida y 
helixona. Grupo polinefrona: se utilizó polinefrona como dializador de estudio. Los 
datos se expresan como mediana y rango intercuartílico. 
 
Tabla 22. Parámetros bioquímicos y hematológicos de los pacientes en 
hemodiálisis tras 4 meses de tratamiento con los distintos dializadores. 
 
Grupos Control Polinefrona p 
Hemoglobina (gr/dl)) 11,9 (1,8) 11,7 (1,5) ns 
Ferritina (ng/ml) 363 (698) 407 (666) ns 
Leucopenia (%) 10,2 (10,3) 4 (15,7) ns 
PCR (mg/l) 4,1 (14,2) 4,35 (10,7) ns 
Ca (mg/dl) 9 (0,9) 9,1 (0,9) ns 
P (mg/dl) 4,5 (2,2) 4,5 (1,3) ns 
Ac. úrico (mg/dl) 6,9 (2,4) 6,3 (1,8) ns 
β2-microglobulina (mg/l) 28,2 (16,9) 22,7 (17) ns 
 
Grupo control: se utilizaron como dializadores basales, poliamida y helixona. 
Grupo polinefrona: se utilizó polinefrona como dializador de estudio. Los 
parámetros analizados tras 4 meses fueron la hemoglobina, la ferritina, la leucopenia 
medida como porcentaje de disminución de los leucocitos a los 30 minutos de 
hemodiálisis respecto al inicio de la sesión de hemodiálisis, la PCR (proteína C 
reactiva), el calcio (Ca), el fósforo (P) y el ácido úrico. ns: no significativo. Los 
datos se expresan como mediana y rango intercuartílico.  
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RESUMEN DE RESULTADOS 
A.- EVALUACIÓN DEL EFECTO DE DOS MEMBRANAS SINTÉTICAS DE 
ALTA PERMEABILIDAD, LA POLISULFONA ESTÁNDAR Y LA 
POLIETERSULFONA, CONSIDERANDO PARÁMETROS DE FUNCIONALIDAD 
ENDOTELIAL. 
1. Tras una única sesión de hemodiálisis con polisulfona y polietersulfona, se produce 
una disminución en la adhesión de los monocitos a las células endoteliales en cocultivo, sin 
cambios respecto a la toxicidad y funcionalidad endotelial. 
2. Tras 15 días de tratamiento, con la polietersulfona se observa una disminución en la 
adhesión y toxicidad endotelial, así como una menor síntesis de ECE-1 en células endoteliales, 
frente al tratamiento con polisulfona. 
    3. Tras 3 meses de tratamiento se produce una disminución en la toxicidad endotelial  
tanto con polisulfona como con polietersulfona.  
B.- EVALUACIÓN DE POSIBLES NUEVOS MARCADORES DE 
BIOCOMPATIBILIDAD, COMPARANDO TRIACETATO DE CELULOSA Y 
POLINEFRONA. 
4. Tras una única sesión de hemodiálisis comparando el efecto de triacetato de celulosa 
y polinefrona, se observa una expresión más elevada de la Hsp70 monocitaria con polinefrona.  
5. Tras 4 meses de tratamiento comparando el efecto de polinefrona y triacetato de 
celulosa, se observa una disminución en el porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+, 
una disminución en la producción de ROS monocitaria y un aumento en la expresión de Hsp90 
monocitaria con polinefrona frente a triacetato de celulosa. 
C.- EVALUACIÓN DE POSIBLES NUEVOS MARCADORES DE 
BIOCOMPATIBILIDAD, COMPARANDO LA POLINEFRONA CON DOS 
MEMBRANAS DE REFERENCIA DE ALTA PERMEABILIDAD. 
6. Tras una única sesión de hemodiálisis no se observan cambios significativos en el 
porcentaje de  monocitos activados CD14+CD16+, en la producción de ROS monocitaria, ni en 
la expresión de Hsp70 y Hsp90 monocitaria con  helixona, poliamida y polinefrona.  
7. La diálisis durante 4 meses con polinefrona provoca una disminución en el porcentaje 
de monocitos activados CD14+CD16+, respecto a helixona y poliamida.  
8. Con polinefrona se observa una mayor tasa de reducción de β2-microglobulina que 
con helixona y poliamida, aunque no se aprecian diferencias significativas en los niveles 
plasmáticos de la β2-microglobulina comparando polinefrona con helixona y poliamida. 
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DISCUSIÓN 
Los pacientes en hemodiálisis presentan un estado de inflamación crónica que contribuye a 
aumentar la morbimortalidad de origen cardiovascular que estos pacientes padecen. La relación 
entre inflamación y daño cardiovascular cada vez es más evidente, y se acepta que la 
inflamación provoca daño endotelial, lo que constituye un evento sustancial en la patogénesis 
del daño vascular (Paramo, Beloqui & Diez 2001, Zoccali, Mallamaci & Tripepi 2003, 
Vallance, Collier & Bhagat 1997). Múltiples estudios refieren que la situación de inflamación 
crónica que padecen los pacientes con ERC se asocia con disfunción endotelial y, como 
consecuencia, con la ateroesclerosis que precede a la enfermedad cardiovascular (Methe, Weis 
2007). No obstante, los mecanismos biológicos mediante los cuales la inflamación en la ERC 
provoca daño endotelial no se conocen con claridad, y probablemente se deba en parte, a la 
escasez de estudios experimentales que han intentado evaluar la relación entre la actividad 
inflamatoria inducida por las células inmunocompetentes y las células endoteliales. 
Entre los elementos que contribuyen a perpetuar el estado de inflamación crónica de los 
pacientes en hemodiálisis se encuentra el contacto periódico de la sangre del paciente con el 
material que constituye la membrana de diálisis, lo que desencadena una respuesta inflamatoria. 
En este contexto, se define la biocompatibilidad como la capacidad de un material de actuar en 
una aplicación específica sin provocar una respuesta clínicamente significativa por parte del 
organismo (Klinkmann, Baurmeister & Davison 1994). La composición química y las 
características intrínsecas de las membranas de diálisis son los factores que desempeñan el papel 
más importante en la evaluación de la biocompatibilidad (Rodriguez Bent, Hernandez Herrera 
& Aljama Garcia 2006, European Best Practice Guidelines Expert Group on Hemodialysis 
2002). 
En este trabajo hemos intentado analizar diferentes aspectos relacionados con esta 
respuesta inflamatoria, así como sus consecuencias sobre la funcionalidad endotelial, en 
pacientes tratados con diferentes membranas de diálisis.  
En la actualidad se utilizan dos tipos de material para la fabricación de las membranas de 
diálisis: los derivados de la celulosa, que es un material utilizado desde los inicios de la técnica 
de hemodiálisis, y los productos sintéticos. Estos dos tipos de materiales presentan diferencias 
estructurales definidas, a pesar de la gran diversidad de polímeros existentes. Las membranas de 
celulosa presentan menor espesor que las sintéticas (entre 6,5 y 15 mm), y una composición 
uniforme y simétrica de la pared capilar, consiguiendo mejorar el transporte de solutos por 
difusión. Sin embargo, este tipo de membrana no posee la resistencia necesaria para soportar 
una ultrafiltración elevada, lo que es necesario en las técnicas de alto transporte convectivo, con 
la única excepción del triacetato de celulosa. Sin embargo, las membranas sintéticas poseen un 
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espesor igual o superior a 20 mm, que les confiere una mayor resistencia y las hace aptas para la 
técnica de alto transporte convectivo. 
En los primeros tratamientos con hemodiálisis la trombogenia y la hemólisis eran los dos 
aspectos clínicos más relevantes relacionados con el contacto de la sangre con el dializador 
(Salzman 1971). Por ello, se intentaron desarrollar superficies menos trombogénicas. 
Posteriormente adquirió relevancia la activación del complemento, que fue relacionada con la 
leucopenia transitoria y con el secuestro de neutrófilos en el pulmón que tiene lugar durante el 
transcurso de la diálisis con las membranas de celulosa (Craddock et al. 1977a, Craddock et al. 
1977b). Posteriormente se observó que los grupos hidroxilo del polímero de celulosa podían 
actuar como grupos nucleófilos por poseer la reactividad típica de los alcoholes, pudiendo 
interaccionar, por ejemplo, con las proteínas del complemento. Para evitar este problema, se 
modificaron los polímeros de celulosa con el fin de reemplazar los grupos hidroxilo, 
generándose las membranas de celulosa modificada (Vienken et al. 1995). 
También se han estudiado otros aspectos de la respuesta inflamatoria del paciente al 
contacto con el dializador, como la activación celular, la inducción de estrés oxidativo, o la 
producción de citoquinas. En todos estos casos, las membranas sintéticas y las membranas de 
celulosa modificada han mostrado superioridad respecto a las membranas de celulosa no 
modificada (Martin-Malo et al. 2000, Himmelfarb et al. 1993, Bonomini et al. 1999, Qian et al. 
1995, Sirolli et al. 1999). 
Otra de las circunstancias relacionadas con la estructura de la membrana de diálisis, que se 
ha invocado que podría influir sobre la respuesta inflamatoria del paciente, en concreto sobre la 
eliminación de citoquinas, es el tamaño de los poros de la membrana de diálisis, clasificándose 
las membranas en relación con esta característica como membranas del alta y baja 
permeabilidad.  Las membranas de alta permeabilidad o alto flujo, con poros más grandes, 
permitirían una mayor eliminación de citoquinas, moléculas con un peso molecular 
comprendido entre 15.000 y 30.000 Daltons. Por otro lado, las citoquinas pueden unirse a 
proteínas transportadoras como la β2-microglobulina, una proteína considerada de mediano 
tamaño, que también sería mejor eliminada con membranas de alto flujo (Schindler, Senf & Frei 
2002). 
Por último, la capacidad de adsorción de las distintas membranas de diálisis parece también 
tener importancia respecto a la eliminación de citoquinas por este mecanismo. En un estudio 
realizado comparando una membrana sintética, poliacrinonitrilo, con una membrana de celulosa 
modificada se observó una mayor capacidad de adsorción de IL-1 in vitro con poliacrinonitrilo 
que con la membrana de celulosa modificada (Lonnemann et al. 1988). 
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Hasta la actualidad, muchos estudios refieren la superioridad de las membranas sintéticas 
respecto a las membranas de celulosa no modificada en el campo de la biocompatibilidad. Sin 
embargo, no es muy habitual que los trabajos comparen membranas que se consideren altamente 
biocompatibles entre sí. En una primera parte del presente estudio quisimos evaluar el efecto de 
distintas membranas de diálisis sintéticas y de alta permeabilidad, sobre aspectos relacionados 
con la inflamación, y sus consecuencias sobre la funcionalidad endotelial.  
Hay muy pocos estudios en los que se haya intentado evaluar cómo la situación de 
inflamación provoca disfunción endotelial. Existe un estudio realizado en 30 pacientes con ERC 
estadio 4 y 5 (Merino et al. 2008a), en el que se realizaron cocultivos con las distintas 
subpoblaciones monocitarias procedentes de dichos pacientes y células endoteliales humanas en 
cultivo derivadas de cordón umbilical (HuVEC). Tras estimular la liberación de citoquinas por 
parte de las células monocitarias con la adicción de lipopolisacárido bacteriano durante 24 
horas, evaluaron mediante citometría de flujo la producción de ROS y la apoptosis de HuVEC 
en dichos cocultivos. Ambos parámetros, que sugieren daño endotelial, aumentaron 
significativamente en el cocultivo de HuVEC con los monocitos activados CD14+CD16+ (48 % 
ROS y 37 % apoptosis), respecto a los monocitos no activados CD14++CD16- (12 % ROS y 11 
% apoptosis) ó respecto a los monocitos totales (13 % ROS y 9 % apoptosis). Estos resultados 
apoyarían la idea de que el estrés oxidativo inducido por las células monocitarias activadas en 
situación de inflamación puede provocar daño endotelial. Además, en este estudio también 
observaron que los monocitos activados CD14+CD16+ liberaban una mayor cantidad de 
citoquinas al sobrenadante del cultivo, concretamente IL-1β, TNF-α, IL-6 e IFN-γ (Merino et al. 
2008a). 
En este sentido, se han realizado otros estudios con la finalidad de explicar cómo las 
citoquinas producidas por una proporción relativamente pequeña de células activadas, 
concretamente los monocitos CD14+CD16+, que proporcionalmente son menos del 25% de los 
monocitos en los pacientes más afectados, son capaces de lesionar el endotelio. Algunos autores 
creen que las células activadas no liberan las citoquinas al torrente sanguíneo, sino que estas 
células poseen mecanismos para liberar las citoquinas tras haberse adherido a la monocapa de 
células endoteliales. Esta hipótesis se sustenta en que, además, las células activadas 
CD14+CD16+ muestran también una alta expresión de moléculas que favorecen la migración 
hacia la pared vascular, como son las moléculas de adhesión, favoreciendo la capacidad de estás 
células de lesionar el endotelio (Ramirez et al. 2011). Varios estudios han subrayado la 
importancia de la función de las quimioquinas en el reclutamiento de los monocitos en las zonas 
de endotelio lesionadas (Hansson 2009, Okumoto et al. 2009). Hay estudios en ratones con 
deleciones de los genes que codifican la expresión de quimioquinas que apoyan el papel 
relevante de las mismas en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular (Saederup et al. 2008). 
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Los monocitos CD14+CD16+ de pacientes con ERC presentan una expresión diferente de las 
quimioquinas CCR2, CCR5 y CX3CR1 que el resto de los subtipos monocitarios (Merino et al. 
2011). La interacción de las quimioquinas CCR5 y CX3CR1 con sus ligandos es necesaria para 
reclutar a los monocitos en el tejido endotelial dañado. La expresión de estas quimioquinas en 
los monocitos activados CD14+CD16+ es hasta tres veces más elevada que en el subtipo 
monocitario normal CD14++CD16-. Además, la quimioquina CCR2, que inhibe la migración 
monocitaria al lugar de la lesión, se encuentra más elevada en los monocitos CD14++CD16- que 
en los monocitos activados CD14+CD16+ (Ramirez et al. 2011). También los monocitos 
activados CD14+CD16+ presentan una expresión más elevada de los receptores de las moléculas 
adhesión, como por ejemplo el receptor de la molécula CD31 (molécula de adhesión 
plaquetaria), el receptor de la molécula CD54 (molécula de adhesión intercelular-1 o ICAM-1) y 
el receptor de la molécula CD106 (molécula de adhesión a las células vasculares o VCAM). En 
la misma línea de lo explicado en los párrafos anteriores, este estudio mostró que el número de 
monocitos activados CD14+CD16+ adheridos a las células endoteliales fue 4 veces mayor que el 
de los monocitos CD14++CD16- (Ramirez et al. 2011). 
Hay otros estudios que han intentado explicar los mecanismos por los que los monocitos se 
adhieren al endotelio dañado. Algunos hacen referencia a que los cambios en la matriz 
extracelular pueden influir en la interacción entre monocitos y endotelio. Así, en circunstancias 
patológicas, como en una situación de ateroesclerosis, se produce un remodelado vascular con 
aparición de colágeno I en el espacio subendotelial, que en condiciones normales no tiene 
contacto con el endotelio. Estudios in vitro han demostrado que células endoteliales en contacto 
con colágeno tipo I producen cantidades más elevadas de MCP-1, proteína quimiotáctica de 
monocitos, provocando el reclutamiento de monocitos (Boring et al. 1998). El incremento de la 
molécula MCP-1, podría ser suficiente para aumentar la adhesión de los monocitos al endotelio 
(Rollins 1997). En este sentido, otro estudio confirma que, en efecto, existe mayor adhesión de 
monocitos a las células endoteliales en cocultivos en presencia de colágeno I que en presencia 
de colágeno IV (Ruiz-Torres et al. 2006). 
En una primera parte del presente estudio, como se refiere anteriormente, quisimos evaluar 
el efecto de distintas membranas de diálisis sintéticas, sobre aspectos relacionados con la 
inflamación, y sus consecuencias sobre la funcionalidad endotelial. Para ello, comparamos el 
efecto de dos membranas sintéticas de alto flujo y derivadas de la polisulfona, una polisulfona 
estándar, y una polisulfona modificada, la polietersulfona. Se decidió comparar estas dos 
membranas porque ambas son consideradas biocompatibles y su utilización es muy frecuente en 
la actualidad. Su estructura química es muy parecida, y únicamente se diferencian en que la 
polietersulfona no contiene grupos de isopropilideno. 
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Inicialmente, no sólo quisimos analizar cuantitativamente los mediadores de inflamación o 
la cantidad de células activadas en sangre periférica, sino que quisimos dar un paso más allá, e 
intentar evaluar la capacidad de las células potencialmente activadas para inducir cambios en 
células endoteliales en cocultivo. Para ello, se aislaron células mononucleares circulantes en 
sangre periférica de pacientes en tratamiento con hemodiálisis con las dos membranas en 
estudio. Fueron evaluados 3 aspectos respecto a la interacción de las células monocitarias con el 
endotelio: la adhesión de las células monocitarias a las células endoteliales, la inducción de 
toxicidad endotelial, y la capacidad de modificar la síntesis de factores vasoactivos endoteliales. 
El efecto de ambas membranas tras una única sesión de hemodiálisis se evaluó en 2 
ocasiones, tanto en el estudio piloto, con 10 pacientes, como en el estudio multicéntrico, con 30 
pacientes. En ambos casos observamos un comportamiento similar, encontrando una 
disminución de la adhesión de monocitos a las células endoteliales al finalizar la sesión de 
hemodiálisis, respecto al inicio de la misma, aunque estos cambios sólo fueron estadísticamente 
significativos en el caso del estudio multicétrico, en el que la muestra de pacientes era mayor. 
Sin embargo, esta disminución en la adhesión no se tradujo en ningún cambio respecto al resto 
de parámetros analizados, sin diferencias al inicio y al final de la hemodiálisis en la toxicidad 
inducida sobre las células endoteliales, ni en la expresión de las enzimas analizadas para evaluar 
la funcionalidad endotelial ( ECE-1 y  eNOS).  
Al evaluar el efecto de ambas membranas tras la diálisis durante un plazo corto de 15 días, 
pudimos observar que la polietersulfona provocó una reducción del daño endotelial inducido 
por las células monocitarias, con una disminución en la adhesión y toxicidad endotelial, 
observándose además, una disminución en la síntesis de una de las proteínas implicadas en la 
síntesis de endotelina, la ECE-1. Este efecto podría considerarse beneficioso, ya que la 
endotelina es un factor vasoactivo endotelial que induce vasoconstricción. El hecho de encontrar 
cambios significativos tras 15 días y no con una sesión de hemodiálisis, sugiere un efecto 
acumulativo y diferencial, puesto que la utilización de la polietersulfona mostró mejoría en los 
parámetros analizados respecto al uso de la polisulfona. Es conveniente resaltar, que aunque el 
número de pacientes en este estudio fue muy limitado, cada paciente fue control de sí mismo. 
Aunque, según este primer estudio, la diálisis con polietersulfona consigue disminuir el 
daño endotelial provocado por las células monocitarias activadas, sabemos que el propio 
tratamiento de la hemodiálisis determina una continua agresión al endotelio. Por esta razón, 
quisimos evaluar el efecto de ambas membranas a largo plazo, bajo las condiciones clínicas 
habituales. Para ello se evaluó el efecto de ambas membranas tras 3 meses de tratamiento.  En 
esta situación observamos que ambas membranas provocaron un aumento de la adhesión de 
monocitos a las células endoteliales respecto a la situación basal. Sin embargo, la toxicidad 
endotelial disminuyó significativamente tanto con polisulfona como con polietersulfona. En 
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cuanto a los parámetros analizados para evaluar la funcionalidad endotelial tras 3 meses de 
tratamiento, no se observaron diferencias significativas ni en la expresión de ECE-1 ni en la 
eNOS en CE, con lo que podemos afirmar que la funcionalidad endotelial evaluada de este 
modo no se modificaría por estas membranas en la diálisis a largo plazo. 
Estos últimos resultados, junto con los obtenidos tras una única sesión de hemodiálisis,  
plantean una contradicción respecto a lo anteriormente explicado, ya que la literatura refiere  
que la adhesión monocitaria parecería ser el paso necesario previo a la generación del daño 
endotelial. En nuestro estudio realizado tras una única sesión de hemodiálisis, con ambas 
membranas se produce una disminución en la adhesión monocitaria, que, sin embargo, no se 
traduce en una disminución en la toxicidad endotelial. En el estudio realizado a largo plazo, tras 
3 meses de tratamiento  con las 2 membranas estudiadas, se produjo un aumento en la adhesión 
monocitaria respecto a la situación basal con ambas membranas, con una llamativa reducción en 
la toxicidad endotelial. Según nuestros resultados, los cambios en la adhesión monocitaria, no se 
traducen directamente sobre la toxicidad endotelial. Una adhesión más elevada, no implica 
siempre una mayor toxicidad, pudiendo haber circunstancias en las que esto no sea así.  
Por otro lado, en nuestros estudios se evaluó el comportamiento de la población 
monocitaria total, sin diferenciar entre subtipos monocitarios, por lo que no podemos afirmar 
que fuesen los monocitos con fenotipo CD14+CD16+, mayores productores de citoquinas, los 
que preferentemente se hubiesen adherido al endotelio.  
Hay que reseñar que las diferencias obtenidas en los resultados entre las dos membranas 
del estudio no tuvieron relación con la tasa de reducción de medianas y pequeñas moléculas que 
se consiguió con cada una de ellas, ya que no se obtuvieron diferencias significativas en 
ninguno de estos parámetros. Tampoco se observaron diferencias clínicas en las cifras de 
tensión arterial de los pacientes incluidos en el estudio, ni en la tasa de ultrafiltración media 
obtenida durante la sesión de hemodiálisis, lo que indicaría que estos parámetros 
hemodinámicos, en principio, no influirían en los resultados, concretamente en lo referente a la 
funcionalidad endotelial. 
La leucopenia observada durante la sesión de hemodiálisis, que es uno de los modos 
clásicos de evaluar la biocompatibilidad, tampoco fue diferente de forma significativa entre las 
dos membranas de estudio. 
No obstante, el diseño del estudio realizado a largo plazo durante 3 meses presentó algunas 
limitaciones. La primera limitación fue que no todos los pacientes basalmente partían de la 
misma membrana de diálisis por sus condiciones clínicas habituales, ya que este estudio fue 
multicéntrico. Sin embargo, en el análisis estadístico, no se encontraron diferencias 
significativas entre los 2 grupos (polisulfona y polietersulfona) respecto al tipo de membrana 
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utilizada antes del inicio del estudio. La segunda limitación surgió al no poderse hacer un 
proceso de randomización para asignar  la membrana en estudio, ya que no todos los centros 
disponían de las dos membranas. Los dializadores fueron asignados a los pacientes según la 
disponibilidad del centro de tratamiento. Tampoco en este caso, se detectaron diferencias 
significativas entre los 2 grupos de tratamiento respecto a las características basales de los 
pacientes. 
En conclusión, es difícil explicar en conjunto las diferencias observadas entre el efecto 
agudo de una única sesión de hemodiálisis, el efecto a corto plazo de 15 días o el efecto a largo 
plazo de 3 meses. Obviamente, estos resultados podrían deberse al efecto acumulativo de la 
utilización continuada de estos dos dializadores de alta calidad. Quizás, el efecto beneficioso 
podría producirse en un plazo más corto de tiempo con la polietersulfona, pero ambas 
membranas parecen provocar una protección del tejido endotelial a largo plazo. 
El segundo objetivo de esta tesis fue evaluar parámetros relacionados con la activación 
monocitaria comparando distintas membranas de hemodiálisis. Se analizó la capacidad de las 
membranas para modificar el fenotipo de las células mononucleares circulantes, pudiendo 
influir así, indirectamente, sobre el proceso de generación de daño vascular. Se evaluaron 
parámetros novedosos, aunque ya estudiados en publicaciones recientes, como el porcentaje de 
monocitos activados CD14+CD16+, o la producción de radicales libres por los monocitos, pero 
también otros parámetros en los que apenas hay estudios en el campo de la biocompatibilidad, 
como son la expresión de proteínas de shock térmico en monocitos. 
En la primera parte de este estudio se comparó  una nueva membrana sintética de diálisis, 
introducida de un modo relativamente reciente en el mercado, la polinefrona, con  el triacetato 
de celulosa. Se eligió triacetato de celulosa por tratarse de una membrana de celulosa 
modificada con unas características especiales. Aparte de presentar un mejor perfil respecto a 
las membranas de celulosa no modificada en términos de biocompatibilidad, es la única 
membrana de diálisis derivada de la celulosa con gran porosidad, que es capaz de soportar los 
tratamientos en los que se aplica un mayor transporte convectivo, siendo la única membrana de 
celulosa que se puede utilizar en la técnica de diálisis de alto flujo (Vienken 2006). La 
polinefrona es una membrana sintética compuesta por polietersulfona con un tamaño en sus 
poros que permite un alto aclaramiento de moléculas de mediano tamaño, evitando la pérdida de 
albúmina. Esta primera parte del estudio tuvo las características de un estudio piloto, en el que 
únicamente fueron incluidos 9 pacientes. 
Tras analizar el efecto agudo de una única sesión de hemodiálisis con las 2 membranas en 
estudio sobre la activación monocitaria, no observamos cambios significativos en el porcentaje 
de monocitos activados CD14+CD16+ al finalizar la sesión de hemodiálisis con ninguna de ellas.  
En la literatura, se ha descrito una disminución transitoria de los monocitos CD14+CD16+ 
Discusión 
91 
 
durante la sesión de hemodiálisis (Sester et al. 2001). A primera vista, esta disminución podría 
tener que ver con la leucopenia que habitualmente se produce durante el tratamiento con 
hemodiálisis, con una disminución general del recuento de leucocitos. En este sentido, habría 
que observar que la leucopenia observada con las dos membranas tampoco difirió 
significativamente.  
Existen estudios que han evaluado con más profundidad este fenómeno, aunque son muy 
escasos los trabajos que comparan el comportamiento de diferentes membranas. Kaplow y 
Goffinet describieron por primera vez en 1968 la leucopenia transitoria que se produce en los 
primeros minutos de la hemodiálisis (Kaplow, Goffinet 1968). Esta leucopenia es más marcada 
con membranas derivadas de celulosa que con membranas sintéticas (Craddock et al. 1977b), y 
está relacionada con la activación de la vía alternativa del complemento y con la adhesión 
leucocitaria de forma transitoria en los capilares pulmonares (Toren, Goffinet & Kaplow 1970). 
Sin embargo, hay estudios que revelan que las membranas sintéticas no producen una activación 
tan marcada del complemento (Tabor et al. 1998, Combe et al. 1994, Kawabata et al. 1996), y 
por el contrario, sí producen una depleción transitoria importante del subtipo monocitario 
CD14+CD16+ intradiálisis, fenómeno que se especula que podría producirse por otros 
mecanismos. Los escasos estudios que se han hecho comparando diferentes membranas de 
hemodiálisis, muestran que no existen diferencias en la depleción transitoria de leucocitos 
CD14+CD16+ con membranas celulósicas (hemofan) y con membranas sintéticas (poliamida) 
(Sester et al. 2001). El estudio de Nockher y cols. confirmó que la población monocitaria que 
más marcadamente disminuía de forma transitoria durante la sesión de hemodiálisis era el 
subtipo de monocitos activados CD14+CD16+, frente al subtipo monocitario CD14++CD16-, que 
apenas descendía, y que es el más abundante en los sujetos sanos. Esta depleción de monocitos 
activados no se relacionaba con la activación del complemento, ya que este subtipo de 
monocitos es menos sensible a la activación del complemento que el subtipo de monocitos no 
activados CD14++CD16-, puesto que tienen una menor expresión de receptores del complemento 
CR3 (CD11b/CD18) y CR1 (CD35) (Nockher, Wiemer & Scherberich 2001). De hecho, se sabe 
que los monocitos activados CD14+CD16+ presentan un espectro de moléculas de adhesión 
claramente diferentes al de la población monocitaria normal CD14++CD16-. Según este estudio, 
la diferente expresión de moléculas de adhesión por cada subtipo monocitario influiría en la 
diferente depleción encontrada entre ambos subtipos monocitarios. Sester y cols. refieren que en 
este fenómeno podrían estar implicados no sólo los monocitos, sino también el tejido endotelial, 
expresando moléculas de adhesión y quimioquinas como ICAM-1 e IL-8. En un proceso 
inflamatorio local, se activan los monocitos y el endotelio conjuntamente. Sin embargo, durante 
la sesión de hemodiálisis, la activación monocitaria se produce de un modo no fisiológico, y 
podrían no estar activadas sinérgicamente las células endoteliales, lo que explicaría que la 
adhesión inicial de dichos monocitos al endotelio no produzca transmigración de los mismos, y 
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la depleción sea transitoria, volviendo paulatinamente los monocitos activados al torrente 
sanguíneo. Según esta teoría, se podría especular que la diferente velocidad de resolución de la 
monocitopenia transitoria producida durante la hemodiálisis tendría que ver con los diferentes 
grados de activación del tejido endotelial en cada individuo.  
Se han vertido otras hipótesis intentando explicar los mecanismos y repercusión de la 
depleción transitoria de los monocitos CD14+CD16+ intradiálisis. Arnaout y cols. (Arnaout et al. 
1985) refieren que durante la diálisis se producen cambios hormonales, tales como alteraciones 
en los niveles de glucocorticoides y catecolaminas, que podrían alterar la adhesión de los 
granulocitos in vivo. No se ha demostrado que sobre los monocitos pueda ocurrir lo mismo, pero 
si se ha observado una supresión selectiva y reversible de los monocitos CD14+CD16+ tras la 
administración de glucocorticoides (Scherberich, Nockher 1999, Fingerle-Rowson et al. 1998). 
Según Kyrill y cols., estos monocitos podrían adherirse de forma transitoria a las placas de 
ateroma del sistema vascular, y contribuir de este modo a la progresión de la placa a través de la 
producción local de citoquinas, propiciando de este modo un incremento del riesgo 
cardiovascular (Rogacev et al. 2009). 
Nuestros resultados no muestran diferencias significativas al finalizar la sesión de 
hemodiálisis respecto al porcentaje de monocitos activados CD14+ CD16+ con ninguna de las 2 
membranas en estudio, lo que confirma que la posible reducción de este subtipo monocitario es 
transitoria y se recupera al finalizar la sesión con las 2 membranas. 
La producción de ROS por parte de los monocitos no sufrió cambios significativos con el 
uso de ambos dializadores al finalizar la sesión de hemodiálisis respecto al inicio de la misma. 
Tampoco observamos modificaciones en la expresión de Hsp70 y Hsp90 en los monocitos con 
el triacetato de celulosa, pero sí con la polinefrona, apreciándose un aumento de Hsp70 y una 
disminución de Hsp90 al finalizar la sesión. Sabemos que las proteínas Hsp pueden encontrarse 
en el interior de las células, pero también se han detectado libres en suero. Los estudios 
realizados hasta ahora, conceden a estas proteínas una función diferente según su localización. 
De este modo, su función intracelular consiste en estabilizar y proteger al resto de proteínas 
intracelulares en situaciones de agresión celular (Welch 1993). Sin embargo, en el espacio 
extracelular, se consideran mediadores de la respuesta inflamatoria, relacionándose también con 
la generación de ateroesclerosis (Xu 2002). Los estudios sobre las proteínas Hsp en pacientes en 
hemodiálisis son muy escasos. Sólo hemos encontrado dos trabajos en los que se haya evaluado 
el impacto de una única sesión de hemodiálisis sobre el contenido de estas proteínas. En ambos 
casos se utilizaron membranas de polisulfona. En uno de estos estudios se cuantificó el 
contenido sérico de las proteínas Hsp60 y Hsp90 (Musial et al. 2009), y en el otro, el contenido 
linfocitario de Hsp70 (Raj et al. 2007). En todos los casos las proteínas Hsp aumentaron al 
finalizar la sesión de hemodiálisis. En el primer estudio se interpretó el aumento en la 
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concentración de las proteínas Hsp extracelulares como una situación de estrés provocada por la 
sesión de hemodiálisis, a pesar de la utilización de una membrana biocompatible. En este 
estudio justificaban que el aumento en la concentración plasmática de las proteínas Hsp podría 
deberse a la interacción de las células sanguíneas con el dializador, lo que provocaría la pérdida 
de la integridad celular y la liberación de estas proteínas. También citan como posible factor de 
confusión la habitual disminución del volumen plasmático al finalizar la sesión de hemodiálisis, 
que contribuiría al aumento en la concentración de los elementos contenidos en dicho volumen. 
La implicación clínica de ese aumento en la concentración sérica de Hsp60 post-hemodiálisis 
podría ser un mayor efecto pro-inflamatorio. Según estos autores, el sistema de proteínas Hsp 
sería disfuncional en los pacientes en hemodiálisis y las proteínas Hsp podrían ser consideradas 
como nuevos marcadores de ateroesclerosis (Musial et al. 2009). En el segundo estudio  
realizado con la polisulfona F70 de Fresenius, se observó un incremento al finalizar la sesión de 
hemodiálisis en la Hsp70 linfocitaria. En este caso, los autores interpretaron que este aumento 
en la Hsp70 linfocitaria contribuiría a atenuar el estrés celular y la apoptosis (Raj et al. 2007). El 
primer estudio  refiere un aumento de Hsp en suero al finalizar la sesión de hemodiálisis. Sin 
embargo, nuestro estudio no cuantifica los niveles de Hsp circulantes, que son las Hsp que en 
diferentes trabajos se han relacionado con la respuesta inflamatoria y la generación de 
ateroesclerosis en pacientes con enfermedad renal (Pockley et al. 2000, Xu et al. 2000, Wright 
et al. 2000). Nosotros  evaluamos el contenido proteico de Hsp en células monocitarias, siendo 
los resultados concordantes con los del estudio en el que aumenta la Hsp70 linfocitaria al final 
de la diálisis con polisulfona (Raj et al. 2007). De este modo, el aumento proteico de Hsp70 que 
encontramos en monocitos podría indicar una mejor capacidad de protección frente al estrés en 
los monocitos de pacientes dializados con la polinefrona respecto a los dializados con el 
triacetato de celulosa. La disminución de la Hsp90 monocitaria al finalizar la sesión de 
hemodiálisis con polinefrona es difícil de interpretar, ya que es una proteína con diferentes 
efectos biológicos. Aparte de su actividad como estabilizadora de proteínas, se sabe que 
interviene en la producción de NO, y que también puede interferir en procesos infecciosos y 
cancerígenos (Eckl, Richter 2013). Se trata de un resultado que hemos obtenido en una muestra 
pequeña, de sólo 9 pacientes, no habiendo en la literatura resultados comparables, por lo que no 
podemos evaluar si la disminución de la Hsp90 al finalizar la sesión de hemodiálisis con 
polinefrona podría ser o no beneficioso. 
Al evaluar el efecto crónico de 4 meses de tratamiento con cada uno de los 2 dializadores 
en estudio, las diferencias fueron muy llamativas a favor de la polinefrona respecto al triacetato 
de celulosa. La producción de ROS monocitaria y el porcentaje de monocitos activados 
CD14+CD16+ disminuyeron significativamente, y de forma muy llamativa, con polinefrona. 
Existen estudios en la literatura que demuestran que la activación del complemento por 
membranas no biocompatibles induce la generación de ROS (Himmelfarb, Lazarus & Hakim 
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1991). No obstante, los escasos estudios que comparan el efecto de distintas membranas de 
diálisis sobre la producción de ROS, se han realizado evaluando sólo el efecto de una única 
sesión de hemodiálisis, sin obtener diferencias entre las membranas analizadas. Por ejemplo, 
Ward y cols. compararon el efecto del triacetato de celulosa (CT190G, Baxter) con el de la 
polisulfona (F80, Fresenius), obteniendo con ambas membranas una disminución en la 
producción de ROS linfocitaria al finalizar la sesión de hemodiálisis (Ward, Ouseph & McLeish 
2003). En nuestro caso,  una única sesión de hemodiálisis no modifica la producción de ROS 
monocitaria con ninguna de las 2 membranas evaluadas. Sin embargo, la utilización por un 
tiempo más prolongado de una membrana altamente biocompatible como la polinefrona,  sí que 
podría disminuir la producción de ROS por parte de los monocitos frente al triacetato de 
celulosa. 
También el porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+ disminuyó de forma muy 
significativa tras 4 meses de tratamiento con polinefrona respecto a los 4 meses de tratamiento 
con triacetato de celulosa, corroborando el mejor perfil inflamatorio de los pacientes tras 4 
meses de tratamiento con polinefrona, respecto al tratamiento con triacetato de celulosa.  
En cuanto a la expresión de las proteínas Hsp70 y Hsp90 en los monocitos, ambas 
proteínas aumentaron tras un tratamiento prolongado con polinefrona respecto al tratamiento 
con triacetato de celulosa, aunque sólo fue considerado estadísticamente significativo el 
aumento de la Hsp90. Como se ha indicado anteriormente, la mayor expresión de estas 
proteínas parece indicar una mayor capacidad de las células monocitarias para defenderse frente 
a situaciones de estrés, lo que indicaría también unos mejores resultados en este sentido del 
tratamiento con polinefrona respecto a triacetato de celulosa a largo plazo. 
Tanto el triacetato de celulosa como la polinefrona se consideran dializadores de alta 
permeabilidad. No obstante, también se evaluó su capacidad para eliminar moléculas de 
pequeño y mediano tamaño. Respecto a las moléculas de pequeño tamaño, como la urea y la 
creatinina, ambos dializadores presentaron una capacidad similar de reducción de las mismas. 
Sin embargo, respecto a la tasa de reducción de β2-microglobulina, aunque no se obtuvieron 
diferencias significativas, si se observó una tendencia a una mayor eliminación de β2-
microglobulina con polinefrona. Como se explica a continuación con más detalle, la mayor 
eliminación de medianas moléculas podría tener relación con una disminución en la activación 
monocitaria. 
La β2-microglobulina se considera una molécula de tamaño mediano, 11.800 Daltons, y es 
utilizada como parámetro para comparar la eliminación de este tipo de moléculas entre los 
distintos dializadores. Se encuentra en la superficie de todas las células nucleadas, y 
frecuentemente se asocia a la cadena polipeptídica de los antígenos HLA de histocompatibilidad 
clase I (Grey et al. 1973, Plesner, Bjerrum 1980). La β2-microglobulina es vertida al plasma 
Discusión 
95 
 
como consecuencia del recambio celular que se produce constantemente, y en los sujetos sanos, 
es eliminada por el riñón en una cantidad de 150 a 200 mg al día, siendo la concentración 
plasmática fisiológica de esta proteína de 1-2 mg/L (Stone, Hakim 1989, Karlsson et al. 1980, 
Schardijn, Statius van Eps 1987). En pacientes sin función renal residual, la concentración 
plasmática de β2-microglobulina puede alcanzar hasta los 50 mg/L (Schardijn, Statius van Eps 
1987, Stein et al. 1991, Gejyo et al. 1986). También se ha relacionado el depósito de esta 
proteína con el desarrollo de amiloidosis en pacientes que han recibido tratamiento con 
hemodiálisis durante periodos prolongados. Varios estudios muestran una incidencia muy 
diferente de amiloidosis en los pacientes dependiendo del tipo de membrana de diálisis 
utilizado. De este modo, los pacientes tratados durante largo tiempo con membranas derivadas 
de la celulosa desarrollaron con más frecuencia esta enfermedad (Floege, Koch 1994, Van 
Ypersele de Strihou et al. 1991, Chanard et al. 1989, Miura et al. 1992, Hakim 1993). La 
relevancia de la concentración en suero de la β2-microglobulina es tal, que se ha sugerido como 
variable predictora de mortalidad de los pacientes en hemodiálisis (Cheung et al. 2006). Por 
ejemplo, en el estudio HEMO, la concentración media de β2-microglobulina pre-diálisis se 
asoció con la mortalidad de cualquier causa y se sugirió que podría ser utilizada como marcador 
en pacientes en tratamiento crónico con hemodiálisis.  
Se ha demostrado ampliamente que el transporte convectivo conseguido con las 
membranas de alto flujo tiene un papel fundamental en la mayor eliminación de está molécula 
(Floege et al. 1989). Sin embargo, parece que este no es el único factor que influye en la 
concentración de la β2-microglobulina plasmática. También tiene relevancia la diferente 
adsorción de la β2-microglobulina por los distintos dializadores. Otro factor importante es la 
función renal residual de los pacientes,  que, por otro lado, también parece preservarse mejor 
con las membranas más biocompatibles. Varios estudios refieren que la biocompatibilidad de la 
membrana podría tener relevancia en otro fenómeno más complejo, que tendría que ver con un 
aumento en la liberación a la circulación de esta proteína por las células circulantes provocado 
por membranas no biocompatibles. Se ha demostrado en estudios in vitro una mayor liberación 
de β2-microglobulina por el contacto directo de monocitos con membranas derivadas de la 
celulosa, con un incremento en la activación del complemento (Schoels et al. 1993, Jahn et al. 
1991). También se ha demostrado en cultivos de monocitos de pacientes tratados con diferentes 
membranas de diálisis, que en aquellos pacientes dializados con membranas que producían una 
mayor activación del complemento, se provocaba una mayor liberación de β2-microglobulina 
por los monocitos (Zaoui, Stone & Hakim 1990). Hay más estudios que corroboran este 
fenómeno, como el realizado por Traut y cols., que mostró un incremento en el contenido de β2-
microglobulina en células sanguíneas de pacientes tratados con membranas de alto flujo 
(poliamida) respecto a membranas de bajo flujo (cuprofan), con una mayor concentración en 
plasma de β2-microglobulina con las membranas de bajo flujo. En este estudio, el incremento de 
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β2-microglobulina en plasma con las membranas de bajo flujo no fue debido a una mayor  
síntesis de la proteína, ya que no se objetivó un aumento en el ARN mensajero, por lo que se 
cree que podría deberse a una mayor liberación por parte de las células sanguíneas en los 
pacientes tratados con membranas de bajo flujo (Traut et al. 2007). 
En nuestro estudio, la concentración plasmática de β2-microglobulina prediálisis no difirió 
significativamente tras 4 meses de tratamiento con triacetato de celulosa respecto al tratamiento 
4 meses con polinefrona. Sin embargo, si se observó una tendencia a una mejor eliminación de 
β2-microglobulina con polinefrona, probablemente no significativa por el pequeño tamaño 
muestral. El resto de factores que influyen en la concentración plasmática de β2-microglobulina, 
no fueron analizados, por lo que no podemos inferir ninguna conclusión al respecto, salvo que 
no deben tener gran relevancia, ya que no hemos observado una modificación significativa en la 
concentración plasmática de β2-microglobulina comparando los 2 dializadores. 
En este estudio también se evaluaron parámetros relacionados con la sesión de 
hemodiálisis, como la tensión arterial media de los pacientes y la ultrafiltración obtenida, sin 
observarse diferencias significativas. Se analizaron parámetros bioquímicos y hematológicos, 
entre ellos, parámetros que se relacionan con la inflamación como la ferritina y la PCR, así 
como métodos clásicos de evaluar la biocompatibilidad, como la leucopenia, evaluada 
comparando el recuento de leucocitos a los 30 minutos después de empezar la sesión de 
hemodiálisis respecto al inicio de la misma. No se observaron diferencias en ninguno de estos 
valores tras 4 meses de tratamiento con cada uno de los dos dializadores en estudio. 
La segunda parte del segundo objetivo de esta tesis fue evaluar parámetros relacionados 
con la activación monocitaria comparando las membranas de diálisis con mejores características 
de las que disponemos en la actualidad. Para ello, se realizó un estudio experimental tipo ensayo 
clínico con grupo control, en el que se comparó el efecto sobre la activación monocitaria de dos 
membranas sintéticas de alta permeabilidad y de referencia en la actualidad, la helixona y la 
poliamida, con una membrana sintética relativamente nueva, la polinefrona. El polímero que  
constituye  la helixona es el mismo que el de la polisulfona estándar, pero el espesor de la 
membrana y el diámetro interno de la fibra son menores, con un aumento en el tamaño de los 
poros, que se distribuyen de un modo más uniforme. La membrana de poliamida presenta 
regiones alternas de carga positiva y negativa sobre su superficie, lo que le confiere una mayor 
biocompatibilidad. El tamaño de los poros en esta membrana aumenta considerablemente desde 
el lado en contacto con la sangre hasta el lado del dializado. 
El grupo control y el grupo en el que se cambió el dializador a polinefrona, fueron 
comparables en cuanto a características basales, etiología de la ERC y comorbilidad asociada. 
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El efecto agudo de una única sesión de hemodiálisis sobre los diferentes parámetros de 
activación monocitaria se evaluó por separado con cada uno de los 3 dializadores incluidos en el 
estudio, no obteniéndose diferencias al finalizar la sesión de diálisis respecto al inicio con 
ninguno de los 3 dializadores. 
La producción de ROS fue similar con los 3 dializadores respecto al inicio de la sesión de 
hemodiálisis, teniendo todos ellos un comportamiento similar en este aspecto. Como se refiere 
anteriormente, los estudios que hemos encontrado en la literatura observan una mejoría del 
estrés oxidativo al finalizar la sesión de hemodiálisis, independientemente de la membrana 
utilizada. Ward y cols. compararon el efecto de 2 membranas de diálisis, triacetato de celulosa y 
polisulfona, obteniendo con ambas una disminución en la producción de ROS linfocitaria al 
finalizar la sesión, sin diferencias significativas entre una y otra (Ward, Ouseph & McLeish 
2003). En este estudio se refiere que con la sesión de hemodiálisis se normalizaba la producción 
de ROS con ambas membranas, acompañándose este fenómeno con una disminución en la 
oxidación de algunas proteínas. Estos mismos autores refieren que con membranas de bajo flujo 
derivadas de la celulosa también disminuye la producción de ROS en neutrófilos al finalizar la 
sesión de hemodiálisis respecto al inicio (Jacobs et al. 1989). Himmerfarb y cols. observaron un 
aumento en las proteínas libres de grupos sulfidrilo  postdiálisis en pacientes tratados con 
membranas de alto y bajo flujo. (Himmelfarb, McMonagle & McMenamin 2000). Según estos 
autores, el estrés oxidativo podría estar provocado por la retención de toxinas urémicas de bajo 
peso molecular, que se eliminarían durante la sesión de hemodiálisis, observándose una mejoría 
transitoria, ya que de nuevo la producción de ROS aumenta prediálisis. Los resultados de estos 
estudios no concuerdan con los resultados que nosotros obtuvimos, ya que no observamos  una 
menor producción de ROS tras una única sesión de hemodiálisis con ninguno de los 
dializadores evaluados. Posiblemente se trate de un fenómeno complejo de analizar, y sería 
necesario hacer estudios más exhaustivos para dilucidar estos resultados, como por ejemplo 
análisis de la oxidación de lípidos o proteínas. 
El porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+ no cambio de forma significativa al 
finalizar la sesión de hemodiálisis respecto al inicio con ninguno de los tres dializadores  en 
estudio. Sabemos que con las membranas derivadas de la celulosa se produce una leucopenia 
transitoria, con una disminución marcada de los monocitos CD14++CD16-, relacionada con la 
activación del complemento. Sin embargo, con la utilización de las membranas sintéticas 
altamente biocompatibles, este efecto se minimiza, pero se sigue produciendo un descenso muy 
llamativo de los monocitos activados CD14+CD16+ durante la sesión de hemodiálisis. Sester y 
cols. refieren una disminución de los monocitos activados CD14+CD16+ de un 83 ± 9 % a los 30 
minutos del inicio de la sesión en su trabajo (Sester et al. 2001). Sin embargo, en este mismo 
estudio refieren que el porcentaje de este subtipo monocitario alcanzaría los valores iniciales al 
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finalizar la sesión de hemodiálisis. Otros trabajos describen una recuperación más lenta de los 
monocitos CD14+CD16+, alcanzando los valores iniciales tras 6 horas de haber finalizado la 
sesión de hemodiálisis. Lo que ocurre con estos monocitos durante la sesión de hemodiálisis no 
se conoce. Se especula que podrían tener un destino similar al de los leucocitos que 
transitoriamente quedan secuestrados en el sistema venoso pulmonar con las membranas que 
activan el complemento, ya que este es el primer sistema vascular de bajo flujo al que llegarían 
tras la circulación extracorpórea (Sester et al. 2001). Otros autores proponen que, puesto que 
este subtipo de monocitos produce más citoquinas pro-inflamatorias, como el TNF-α (Belge et 
al. 2002), o receptores como el CX3CR1 (Ancuta et al. 2003), relacionado con la aterogénesis, 
estos monocitos podrían adherirse temporalmente al endotelio disfuncional provocando una 
progresión de la ateroesclerosis (Rogacev et al. 2009). Sester y cols. sugieren, como referimos 
anteriormente,  que la velocidad de retorno de estos monocitos a la circulación dependería en 
cada individuo del grado de activación de su endotelio, siendo en los casos con mayor 
disfunción endotelial más lento el retorno (Sester et al. 2001). En nuestro caso, es muy probable 
que la depleción de esta población monocitaria se produzca con las 3 membranas estudiadas 
durante la sesión de hemodiálisis, tal y como se refiere en la literatura, pero al finalizar la 
misma, se restablecen los valores iniciales, y por esta razón, es posible que no observemos 
cambios.  
También se evaluó la expresión de las proteínas Hsp70 y  Hsp90 monocitarias al finalizar 
la sesión de hemodiálisis respecto al inicio con las 3 membranas incluidas en el estudio. En esta 
ocasión, no se obtuvieron diferencias significativas con ninguna de las membranas, lo que 
difiere con los resultados que obtuvimos en el anterior estudio respecto a la expresión de Hsp70 
monocitaria con polinefrona, ya que entonces sí se producía un aumento en la expresión de esta 
proteína al finalizar la sesión de hemodiálisis. Para explicar estas diferencias, habría que referir 
ciertas limitaciones de los estudios. En el primer caso, al tratarse de un estudio piloto, se trata de 
una muestra pequeña (n=9), con lo que los resultados obtenidos deben interpretarse con mayor 
cautela. Por otro lado, la evaluación de la expresión de esta proteína en los monocitos de 
pacientes se realiza mediante una técnica no estandarizada, lo que dificulta la reproducibilidad 
de los resultados. Para evitar en lo posible este efecto, se realizó el experimento por duplicado 
en cada ocasión, y se corrigió con la expresión de un pool de proteínas aisladas de un pool de 
monocitos, realizándose una media entre los resultados obtenidos por duplicado. A pesar de ello 
obtuvimos datos con cierta variabilidad. Con estos resultados podríamos concluir, que en 
nuestro caso no podemos confirmar que la sesión de hemodiálisis modifique el contenido 
monocitario de las proteínas Hsp, como otros estudios han sugerido.  
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En la última parte de este estudio se evaluó el efecto crónico de 4 meses de tratamiento con 
polinefrona, frente a 4 meses de tratamiento con las otras 2 membranas en estudio, helixona y 
poliamida, sobre los distintos parámetros de activación monocitaria.  
Durante todo el estudio se realizaron las mismas determinaciones  en un grupo control, en 
el que los pacientes mantuvieron tratamiento con su dializador basal, helixona o poliamida. 
Como era de esperar, en el grupo control no se apreciaron diferencias en ninguno de los 
parámetros analizados respecto a la activación monocitaria: producción de  ROS, porcentaje de 
monocitos activados CD14+CD16 + y expresión de Hsp70 y Hsp90 monocitaria. 
Al comparar el efecto de la polinefrona con la helixona y poliamida tras 4 meses de 
tratamiento, no se obtuvieron diferencias significativas respecto a la producción de ROS,  lo que 
indicaría que no se observan diferencias relevantes a largo plazo en este aspecto. Como se ha 
mencionado, no hemos encontrado en la literatura estudios que analicen este problema 
comparando el efecto de diferentes membranas a largo plazo. Nuestra única referencia es 
nuestro estudio anterior, comparando polinefrona con triacetato de celulosa, en el que sí 
observamos menor producción de ROS con polinefrona que con el triacetato de celulosa. 
Aunque se trata de un estudio piloto, con pocos pacientes, indicaría una superioridad de la 
membrana sintética polinefrona en este aspecto frente a triacetato de celulosa, pero no frente a 
otras membranas sintéticas, como helixona  o poliamida. 
Tampoco se obtuvieron diferencias significativas al comparar polinefrona frente a helixona 
y poliamida sobre la expresión monocitaria de Hsp70 y Hsp90 tras 4 meses tratamiento. 
Podríamos decir que en este sentido, no habría diferencias entre utilizar las diferentes 
membranas sintéticas. Sin embargo, si evaluamos globalmente los resultados comparándolos 
con el anterior estudio, en el que se comparó triacetato de celulosa con polinefrona, en este caso 
sí se obtuvo un aumento en la expresión monocitaria de Hsp70 y Hsp90 con polinefrona, 
aunque fue solamente significativo el incremento de Hsp90. En este caso, se podría considerar 
comparativamente mejor la polinefrona que el triacetato de celulosa, ya que la mayor expresión 
de estas proteínas indicaría una capacidad mejor preservada de la defensa de las células 
monocitarias frente al estrés con esta membrana. Generalizando estos resultados, podrían 
indicar un mejor comportamiento en este sentido de las membranas sintéticas frente a las 
membranas derivadas de la celulosa. 
Finalmente,  se cuantificó el porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+ tras 4 meses 
de tratamiento con polinefrona frente a 4 meses de tratamiento con helixona y poliamida. En 
esta ocasión, sí observamos un menor porcentaje de monocitos activados con polinefrona frente 
a helixona o poliamida. También en este sentido se obtuvieron mejores resultados con 
polinefrona que con triacetato de celulosa.  
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No hay estudios en la literatura que comparen el porcentaje de monocitos activados en 
pacientes tratados durante un tiempo relativamente prolongado con diferentes membranas de 
diálisis. Únicamente hemos encontrado un estudio en el que se compara el porcentaje de estos 
monocitos en pacientes tratados con diferentes técnicas de hemodiálisis, como son la 
hemodiálisis de alto flujo convencional y la hemodiafiltración en línea, con alto transporte 
convectivo. En este caso, los pacientes tratados con hemodiafiltración en línea durante 4 meses 
presentaron una disminución significativa en el porcentaje de los monocitos CD14+CD16+, 
frente a los pacientes tratados con hemodiálisis de alto flujo. En este estudio todos los pacientes 
recibían tratamiento con la misma membrana de diálisis, la polisulfona HF80 de Fresenius, y se 
utilizaba líquido ultrapuro, según la recomendación de  las guías, siendo los pacientes controles 
de si mismos. Se sugirió que la mejoría en el perfil inflamatorio de los pacientes podría deberse 
al mayor transporte convectivo conseguido con la hemodiafiltración (Carracedo et al. 2006). 
Más recientemente, se ha demostrado que, además de mejorar el perfil inflamatorio, la 
hemodiafiltración en línea con volúmenes elevados de recambio reduce la mortalidad de 
cualquier causa de los pacientes en hemodiálisis frente a la hemodiálisis de alto flujo 
convencional (Maduell et al. 2013, Ok et al. 2013, Grooteman et al. 2012). Esta mejoría en la 
supervivencia se especula que podría deberse a la mayor eliminación de toxinas urémicas de 
mediano tamaño conseguida con el alto transporte convectivo. 
Como se ha mencionado anteriormente, la β2-microglobulina es una molécula de tamaño 
mediano que se elimina con más eficacia conforme aumenta el transporte convectivo. Las 
membranas de diálisis de alto flujo, con un poro más grande, característicamente permiten 
aumentar el transporte convectivo, frente a las membranas de bajo flujo, en las que tiene un 
papel preponderante la difusión. El beneficio sobre la supervivencia por la utilización de 
membranas de alto flujo frente a membranas de bajo flujo no pudo confirmarse en el estudio 
HEMO, salvo en el análisis secundario, en pacientes en hemodiálisis durante más de 3,7 años 
(Eknoyan et al. 2002). El estudio MPO, realizado posteriormente, mostró un beneficio en la 
supervivencia en los pacientes hipoalbuminémicos tratados con membranas de alto flujo, así 
como en un análisis post hoc, en los pacientes diabéticos (Locatelli et al. 2009).   
Las membranas evaluadas en nuestros estudios fueron todas de alto flujo, incluido el 
triacetato de celulosa, pero, comparativamente, se obtuvo una mayor eliminación de β2-
microglobulina con polinefrona respecto al resto. Sin embargo, los niveles plamáticos de β2-
microglobulina prediálisis no variaron con las diferentes membranas estudiadas. 
 Como se refiere con anterioridad, en la concentración plasmática de β2-microglobulina no 
influye únicamente el aclaramiento conseguido con las diferentes membranas, sino que hay que 
tener en cuenta otros factores, como la función renal residual, la diferente capacidad de  
adsorción de las membranas  de diálisis, o la posible liberación por las células nucleadas de β2-
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microglobulina. Sin embargo, la tasa de reducción de β2-microglobulina nos puede informar de 
un modo indirecto sobre la capacidad de eliminación de moléculas de mediano tamaño 
conseguida con los diferentes dializadores. La mayor capacidad de eliminación de β2-
microglobulina indica una mayor capacidad de eliminación de medianas moléculas, lo que 
podría repercutir en disminuir el estado de inflamación crónica de los pacientes, concretamente, 
el porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+, como se aprecia en nuestro estudio. 
Paralelamente, Maduell y cols. observan en su trabajo un incremento en el aclaramiento de 
medianas moléculas con la hemodiafiltración en línea, sin obtener una disminución en los 
niveles plasmáticos de la β2-microglobulina. Ellos sugieren que el beneficio en la supervivencia 
de los pacientes conseguido con la hemodiafiltración en línea dependería del aclaramiento de 
otras moléculas diferentes a la β2-microglobulina. Consideran que, con el alto transporte 
convectivo conseguido con la hemodiafiltración en línea, se eliminarían de un modo más eficaz 
moléculas de mediano tamaño y toxinas urémicas unidas a proteínas, lo que contribuiría a 
mejorar la funcionalidad endotelial, el estado de inflamación y las calcificaciones vasculares, 
consiguiéndose un efecto cardioprotector y una mejoría en la actividad del sistema 
inmunológico. En definitiva, esto explicaría la supervivencia más elevada obtenida con la 
hemodiafiltración en línea frente a la diálisis de alto flujo convencional (Maduell et al. 2013). 
 También en nuestro estudio se evaluaron parámetros relacionados con la hemodiálisis, 
como son la tensión arterial media y la ultrafiltración, así como parámetros hematológicos y 
bioquímicos en sangre. No se obtuvieron diferencias en ninguno de ellos, entre los que hay que 
destacar la β2-microglobulina plasmática prediálisis, y parámetros relacionados con el estado de 
inflamación, como la hemoglobina, la ferritina ó la PCR, entre el grupo control y el grupo de 
tratamiento.  
Con respecto a este último bloque de resultados podríamos concluir que el efecto agudo de 
una única sesión de hemodiálisis con las 3 membranas estudiadas no modificó 
significativamente ninguno de los parámetros de activación monocitaria. Sin embargo, la 
diálisis durante 4 meses con polinefrona mejoró el perfil inflamatorio de los pacientes, con una 
disminución en el porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+. Esta mejoría podría deberse 
a una mayor capacidad de esta membrana para eliminar moléculas de mediano tamaño. 
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CONCLUSIONES 
 
La utilización de membranas altamente biocompatibles, como la polisulfona y la 
polietersulfona, parece condicionar una protección del tejido endotelial a largo plazo, pudiendo 
tratarse de un efecto acumulativo de la utilización continuada de estos dos dializadores de alta 
calidad. Quizás, el efecto beneficioso podría producirse en un plazo más corto de tiempo con la 
polietersufona. 
 
Tras un plazo prolongado de tiempo se obtuvo una mejoría respecto a diferentes 
parámetros de activación monocitaria con polinefrona frente a triacetato de celulosa. Podría 
considerarse globalmente que las membranas sintéticas presentan un mejor comportamiento 
respecto a la activación monocitaria que las membranas de celulosa regenerada. 
 
La diálisis durante un tiempo prolongado con polinefrona, mejoró el perfil inflamatorio de 
los pacientes, con una disminución en el porcentaje de monocitos activados CD14+CD16+, 
respecto a helixona y poliamida. Esta mejoría podría deberse a una mayor capacidad de esta 
membrana para eliminar moléculas de mediano tamaño, o bien, a una mayor biocompatibilidad 
de la misma. 
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Purpose: Cardiovascular morbidity in hemodialysis (HD) patients may be influenced by the activation 
of circulating mononuclear cells (MCs) with subsequently increased endothelium interaction. The use 
of more biocompatible membranes would reduce this monocyte activation. We compare monocyte 
activation after using two different high-flux polymers, polysulphone and polyethersulphone.
Methods: The first part of the study was done with 10 patients who successively received dialysis 
for 2 weeks with polysulphone and polyethersulphone. The second part with 30 patients dialyzed for 
3 months with polysulphone or polyethersulphone. Blood samples were taken before (pre-HD) and 
after (post-HD) the first HD session with each membrane to evaluate the effect of a single HD session. 
To assess acute and chronic effects of membranes, blood samples were taken pre-HD, after 2 weeks 
(first part of study) and after 3 months (second part of study). MCs were isolated from blood and then 
incubated with cultured human endothelial cells to evaluate MC adhesion, MC-dependent endothelial 
toxicity, and endothelial protein expressions of nitric oxide synthase and endothelin-converting en-
zyme-1 (ECE-1). 
Results: One single HD session did not induce any changes. Dialysis for 2 weeks (first part of study) 
with polyethersulphone reduced MC adhesion to endothelium, cellular toxicity, and ECE-1 protein ex-
pression compared to polysulphone or basal conditions. Dialysis for 3 months (second part of study) 
increased MC adhesion to endothelium, whereas cellular toxicity was decreased with both dialyzers 
compared to the basal situation. 
Conclusions: Although polyethersulphone HD decreased the interaction of MC with the endothelium 
in short-term experiments, both membranes were comparable in the long-term.
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INTRODUCTION
Hemodialysis patients present a pro-inflammatory state 
that contributes to an increase in morbidity and mortality of 
cardiovascular origin. The relationship between inflamma-
tion and cardiovascular damage is now better explained, 
and it is widely accepted that inflammation causes endo-
thelial injury, a critical event in the pathogenesis of vascu-
lar damage (1-3). The causes of inflammation in end-stage 
renal disease, particularly in hemodialysis patients, are 
multiple, and include the comorbidities of the patients, the 
increased plasma concentration of uremic toxins, and the 
consequences of exposing blood to hemodialysis compo-
nents such as dialyzers and dialysis solutions (4-6).
The term biocompatibility was described taking into ac-
count the consequences of the interaction between dialy-
sis components, especially dialysis membranes, and blood 
(7, 8). A low biocompatibility membrane is defined as a dial-
ysis membrane that elicits an active inflammatory response 
by blood components. More biocompatible membranes 
share additional properties with endothelial cells and af-
ter being in contact with blood, the inflammatory response 
is significantly lessened (9, 10). Multiple biomarkers have 
been proposed to measure biocompatibility, from the initial 
descriptions of the changes in leukocyte counts elicited by 
low biocompatible membranes, to the systematic evaluation 
of multiple aspects of inflammation with different dialysis 
membranes, and significant information about biocompat-
ibility markers has been generated (11-15). Recently, con-
sidering the relevance of circulating cells in the genesis of 
vascular damage in arteriosclerosis, monocyte activation 
has been evaluated in order to test biocompatibility. In this 
regard, researchers have described how exposure of blood 
to low biocompatibility dialysis membranes (16-19) or to 
lipopolysaccharide (20), a potential contaminant of dialy-
sates, causes activation of circulating mononuclear cells, 
and a higher production of interleukin-1.
The measurement of activated monocytes provides valu-
able information concerning biocompatibility (18), but not 
regarding the consequences of this activation on vascular 
function. Previous studies have analyzed this problem by 
using monocyte-endothelial cell co-cultures. For instance, 
Ruiz-Torres et al reported that leukocyte-endothelial cell 
interaction is modulated by extracellular matrix proteins 
(21). Endothelium is the most active player in controlling 
leukocyte traffic (22). Endothelial cells show a character-
istic pattern of adhesiveness to leukocytes. Under normal 
conditions, the endothelium is mainly a non-adhesive bar-
rier preventing leukocyte migration from blood vessels into 
the underlying tissues; only in cases of inflammation or 
damage is this barrier physiologically removed. The acti-
vation of the endothelium by cytokines (23) or vasoactive 
substances (24) promotes reorganization of the adhesion 
molecules leading to changes in leukocyte adhesion. We 
hypothesized that monocytes may not only be activated 
by dialysis membranes but may also be induced to in-
teract with endothelial cells, with subsequent phenotypic 
changes such as variations in the synthesis of endothelial 
vasoactive factors.
Polyethersulphone is a high-flux dialysis membrane with 
chemical and structural differences compared to the con-
ventional high-flux polysulphone membrane. Although it 
could be argued that these differences could determine 
different degrees of biocompatibility, the fact that the dif-
ferences between these two membranes do not seem to 
be very relevant led us to hypothesize that the analysis 
of monocyte activation and vascular function could bet-
ter reflect differences in biocompatibility than the analysis 
of classical biocompatibility markers, in which significant 
differences would not be expected. Thus, the study was 
designed to analyze the monocyte-dependent changes in 
endothelial function caused by dialysis with polyethersul-
phone in comparison with polysulphone.
METHODS
Study design
The study was performed in accordance with the Ethics 
Committee of each hospital; all patients included in the 
study signed an informed consent form. Criteria to include 
patients were the following: 1) patients on hemodialysis 
(HD) for at least 3 months and at least 18 years old, 2) 
patients clinically stable, and 3) patients with no serious 
illness, or in women, no possibility of pregnancy. Table I 
illustrates the baseline characteristics of patients.
The study consisted of two different parts. The first stud-
ied the acute effect and the second, the chronic effect of 
two different dialyzers on some blood parameters related 
to monocyte activation and vascular function. Table II illus-
trates the characteristics of the dialyzers used in the study. 
In the first part of the study, ten patients were included 
in order to assess the short-term effect (2 weeks) of the 
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TABLE I -  BASELINE CHARACTERISTICS OF PATIENTS INCLUDED IN THE STUDY
Parameters Acute effect Chronic effect p
PSu PES
Number of patients 10 11 19
Gender: male/female 5/5 4/7 12/7 0.16
Age (year); median (interquartile range) 70 (23) 72 (25) 73 (17) 0.44
Duration of dialysis treatment (min); median  
(interquartile range)
225 (29) 225 (30) 240 (30) 0.91
Dialysis vintage (months); median (interquartile range) 24 (23) 26 (25) 26.5 (25) 0.54
Arteriovenous fistula n (%) 8 (80) 7 (64) 16 (84) 0.19
Catheter n (%) 2 (20) 4 (36) 3 (16) 
Comorbidity n (%)
 Diabetes 3 (30) 1 (9) 7 (37) 0.19
 Hypertension 4 (40) 10 (90) 15 (79) 0.63
 Ischemic heart disease 1 (10) 0 (0) 5 (26) 0.13
 ACVA 0 (0) 0 (0) 4 (21) 0.27
 Peripheral vascular disease 3 (30) 2 (18) 4 (21) 1
Underlying renal disease n (%)
 Glomerulonephritis 4 (40) 5 (45) 4 (21)
 Nephroangiosclerosis 1 (10) 1 (9) 3 (16)
 Interstitial nephropathy 2 (20) 3 (27) 1 (5)
 Diabetic nephropathy 2 (20) 1 (9) 5 (26) 0.2
 APKD 1 (10) 0 2 (11)
 Alport syndrome 0 (0) 0 (0) 1 (5)
 Unknown 0 (0) 1 (9) 3 (16)
Previous dialyzer
 Cellulose derived 0 2 4
 Low-flux polysulphone 6 5 1 0.1
 High-flux polysulphone 3 3 13
 Polyacrylonitrile 1 1 1
Relevant Medication n (%)
 Antihypertensives 5 (50) 5 (45) 9 (47) 0.9
 ACE inhibitors 2 (20) 2 (18) 5 (26) 0.7
 Statins 2 (20) 4 (36) 10 (52) 0.1
 Iron supplement 3 (30) 6 (54) 9 (47) 0.9
 Erytropoietin 9 (90) 9 (82) 17 (89) 0.5
 Phosphorus binders 6 (60) 11 (100) 13 (68) 0.1
 Vitamin D supplement 2 (20) 4 (36) 7 (37) 0.9
 Calcimimetics 2 (20) 3 (27) 4 (21) 0.6
The characteristics of patients included in the first part of the study are represented as Acute effect (on the left hand of the table) and the patients included in the 
second part of the study are represented as Chronic effect (on the right hand of the table) and divided into 2 groups according to membranes studied: high-flux 
polysulphone polymer (PSu) and high-flux polyethersulphone polymer (PES). The last column indicates the statistical analysis of chronic effect comparing PSu with 
PES.
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polyethersulphone and polysulphone dialyzers. Patients 
were sequentially and randomly treated with both dialyzers 
for two weeks, with a crossover study design, and allow-
ing a two week wash-out period between each treatment, 
with their usual low-flux polysulphone dialyzer (F8; Frese-
nius Medical Care, Bad Homburg, Germany). In the sec-
ond part of study, 30 patients were included from different 
Spanish hospitals to assess the chronic effect (3 months) 
of these dialyzers. Patients were dialyzed for three months 
with polysulphone (11 patients) or polyethersulphone 
(19 patients) according to the criteria set by the patient’s 
nephrologist. The analysis of the water in the dialysis sys-
tem always showed absence of bacteria (<100 CFU per 
milliliter) or bacteriological contaminant products (endo-
toxin levels <0.025 endotoxin units). Blood flow rate ranged 
from 200 ml/min to 400 ml/min. Anticoagulation was per-
formed with a heparin bolus (1500-2500 IU) followed by a 
continuous heparin infusion (500-1 000 IU/h).
For all patients, blood samples were taken at baseline, be-
fore (pre-HD) and after (post-HD) the HD session, only on the 
first day that each membrane was used in order to evaluate 
the effect of a single HD session. To assess the chronic ef-
fects of each membrane, blood samples were collected pre-
HD, after two weeks of HD (first part of study) and after three 
months of HD (second part of study). Blood was collected 
in order to measure urea and creatinine concentrations, iso-
late peripheral blood mononuclear cells, and calculate urea 
and creatinine reduction ratios. Blood pressure, ultrafiltra-
tion rate, and white blood cell count (measured under basal 
conditions and 30 min after starting the HD) were registered 
in all patients during the HD session.
Blood sampling and isolation of peripheral blood 
mononuclear cells
Blood samples were collected and allowed to coagulate at 
room temperature for 10 min. Peripheral blood MCs were 
isolated from whole blood by differential centrifugation 
gradient with Ficoll (Comercial Rafer, Madrid, Spain) (25). 
MCs were isolated from each patient in order to assess the 
effect of the HD sessions in both parts of the study: the 
short-term effect after two weeks (first part of the study), 
and the chronic effect after three months (second part of 
the study). For this purpose, blood was diluted 1:2 with 
phosphate buffer saline (PBS) (139 mM NaCl, 8.66 mM 
Na
2
HPO
4
, 1.4 mM NaH
2
PO
4
, pH 7), and was added slowly 
over the Ficoll reagent. Then, samples were centrifuged at 
600 g for 45 min without active braking. The cottony layer 
containing MCs was carefully removed and washed with 
PBS. After centrifuging at 800 g for 15 min, cells were pre-
cipitated and collected in PBS in order to count the total 
number of MCs in each patient.
Human endothelial cell line
EA.hy926, a human endothelial cell line (EC), was obtained 
from the American Type Culture Collection (Manassas, 
VA, USA), and was used to analyze the effects induced 
by MCs from each patient at the endothelial level. The EC 
was grown in Dulbecco’s Modified Eagle Media containing 
4.5 g/l of glucose supplemented with 10% fetal bovine se-
rum, 100 U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin in a 
5% CO
2
 atmosphere (26). The culture media came from 
Pierce (Rockford, IL, USA). Experiments were routinely 
performed on confluent monolayers, made quiescent by 
serum deprivation. 
A million MCs were added to a confluent monolayer of 
ECs, and the co-culture was incubated at 37ºC for 24 h. 
After incubation, different parameters were measured: cel-
lular toxicity, monocyte adhesion to the EC, and endothe-
lial protein expression. 
Measurement of cellular toxicity
After incubating the co-culture for 24 h, supernatants of 
cells were collected to assess cellular toxicity. Cellular 
TABLE II - CHARACTERISTICS OF THE DIALYZERS USED IN THE STUDY
Dialyzer name Membrane  
polymer
Surface  
Area
Manufacturer Sterilization  
 mode
Ultrafiltration Coefficient 
(KUF) ml/h x mmHg
HF80 Polysulphone (PSu) 1.89 m2 Fresenius Medical Care INLINE steam 55
Pureflux 190H Polyethersulphone (PES) 1.9 m2 Nipro Gamma dry ray 75
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toxicity was evaluated under all experimental conditions 
by the trypan blue dye exclusion method and by the mea-
surement of lactic dehydrogenase activity in the incubation 
media. 
Monocyte adhesion to endothelial cells
After incubating the co-culture of MCs with the ECs for 
24 h, cells were washed twice with PBS and then collect-
ed to assess monocyte adhesion to the EC by cytometry 
assay. Briefly, the ECs were incubated in duplicate with 
a monoclonal anti-human CD14 antibody conjugated to 
phycoerythrin, CD14-PE (Miltenyi Biotec, Madrid, Spain), 
which specifically recognizes monocytes, for 30 min at 
room temperature in the dark. A negative control was 
done with the ECs incubated with the isotype of CD14-
PE, a mouse IgG2a-PE antibody (Miltenyi Biotec, Madrid, 
Spain), under the same conditions. After centrifugation at 
1 500 rpm, cells were resuspended in 500 µL PBS to be 
acquired in Flow Cytometry (FC 500; Beckman Coulter, 
CA, USA). The amount of MCs adhered to the ECs was 
determined as CD14-PE+.
Western blot assays
Proteins were obtained from the ECs after the incubation 
in co-culture with MCs from each patient for 24 h. Cells 
were washed twice with PBS and proteins were extracted 
using a Lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 
1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.1% sodium deoxycholate, 
1% Triton X-100, 10 mM sodium pyrophosphate) con-
taining a protease inhibitors cocktail (Roche Diagnostics, 
Madrid, Spain). Protein concentration was determined with 
the BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Pro-
teins were separated on SDS-PAGE 6% (30 µg protein/lane) 
and transferred onto nitrocellulose membranes (Pierce, 
Rockford, IL, USA). Membranes were blocked with 5% (w/v) 
non-fat dry milk in Tris-buffered saline and Tween 20 (20 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 0.9% NaCl, 0.05% Tween 20) at room 
temperature, and then incubated for 90 min with 10 µg/ml 
of the monoclonal anti-ECE-1 antibody (mAb AEC32-236 
provided by Dr. Kohei Shimada, Biological Research Labo-
ratories, Sankyo, Tokyo, Japan) or with 1:3000 dilution of 
monoclonal anti-eNOS antibody (BD Biosciences, Madrid, 
Spain). ECE-1 and eNOS antibodies were usedto evalu-
ate protein content of ECE-1 and eNOS, respectively (26). 
After washing in Tris-buffered saline and Tween 20, blots 
were incubated with 200-fold-diluted horseradish perox-
idase-conjugated goat anti-mouse IgG (Pierce, Rockford, 
IL, USA). The immunoreactive bands were visualized with 
the SuperSignal® West Pico detection system from Cultek 
(Pierce, Rockford, IL, USA) after 30 sec of exposure to 
CL-Xposure films (Pierce, Rockford, IL, USA).  Blots were 
then reblotted with a rabbit anti-actin antibody (Sigma- 
Aldrich-Fluka Chemical, St Louis, MO, USA) in order to nor-
malize ECE-1 and eNOS levels.
Statistical analysis
Non-parametric tests were used to compare groups. The 
Wilcoxon test was used to compare two related samples, 
the Friedman test to compare more than two related sam-
ples, the Mann-Whitney test to compare two independent 
samples and the Kruskal Wallis test to compare more than 
two independent samples. Data in graphs is expressed 
as mean and standard deviation, while data in tables in-
clude values expressed as median and interquartile ranges. 
Differences were considered significant at p<0.05.
RESULTS
In the first part of the study, which was performed to an-
alyze the intra-dialysis and the short-term dialysis effect 
of two different dialyzers, no differences were observed 
in urea and creatinine reduction ratios (urea reduction ra-
tio: polyethersulphone 71.7% (5.16); polysulphone 70.9% 
(5.2), creatinine reduction ratio: polyethersulphone 62.5% 
(8.7); polysulphone 61.3% (9.3)). The double pools Kt/V 
were also similar with both membranes: polyethersulphone 
1.14 (0.27); polysulphone 1.24 (0.31). The acute effect of 
one single HD session is shown in Figure 1. A slight, but 
not significant decrease in monocyte adhesion to the ECs 
was observed with both dialyzers (Fig. 1A). There were 
also no changes in MC-induced EC toxicity (Fig. 1B), or in 
endothelial eNOS and ECE-1 protein expression after 
incubating the ECs with 1 million MCs from each patient 
(Figs. 1C and D). The acute effect of dialysis during two 
weeks with both dialyzers is shown in Figure 2.
Remarkably, after six HD sessions, a significant decrease 
in monocyte adhesion to the ECs was observed in samples 
from patients using polyethersulphone compared to poly-
sulphone or under basal conditions (Fig. 2A). In addition, 
polyethersulphone induced a reduction in cellular toxicity 
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Fig. 2 - Effect of hemodialysis 
sessions for 15 days with two differ-
ent high-flux polymers polyethersul-
phone (PES) and polysulphone (PSu). 
Monocyte cells (MC) were incubated 
for 24 h with cultured endothelial cells 
(EC). A) Monocyte adhesion to the EC 
was measured by flow cytometer af-
ter labeling the MC with CD14-PE 
antibody. B) Endothelial cell toxicity 
was measured as lactic dehydroge-
nase (LDH) levels released to cul-
ture media. C, D) eNOS and ECE-1 
protein content was evaluated in EC 
protein extracts by Western blot us-
ing specific antibodies. In the upper 
part of panels C and D a representa-
tive Western-blot is shown, whereas 
in the lower part the densitometric 
analysis of all patients is given. Data 
are expressed as mean and standard 
deviation, and basal data express the 
mean value of the two basal determi-
nations of each patient. *p<0.05 vs. 
other groups.
Fig. 1 - Acute effect of hemodialysis 
(HD) with two different membranes 
before (pre-HD) and after (post-HD) 
one HD session in the first part of the 
study. Monocyte cells (MC) isolated 
from each patient, were incubated for 
24 h with cultured endothelial cells 
(EC). A) Monocyte adhesion to the EC 
was measured by flow cytometer af-
ter labeling the MC with CD14-PE an-
tibody. B) Endothelial cell toxicity was 
measured as lactic dehydrogenase 
(LDH) levels released to culture media. 
C, D) eNOS and ECE-1 protein content 
was evaluated in EC protein extracts by 
Western blot using specific antibodies. 
In the upper part of panels C and D a 
representative Western-blot is shown, 
whereas in the lower part the densito-
metric analysis of all patients is given. 
Data are expressed as mean and stan-
dard deviation. High-flux polysulphone 
polymer (PSu) is represented by closed 
squares, and high-flux polyethersul-
phone polymer (PES) by open dia-
monds. Differences were considered 
significant at p<0.05. No statistical dif-
ferences were found in the acute effect 
of any measured parameters with PES 
or PSu membranes.
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compared to polysulphone or basal dialysis (Fig. 2B). En-
dothelial eNOS protein expression did not change under 
any of the experimental conditions (Fig. 2C), although poly-
ethersulphone did induce a significant decrease in endo-
thelial ECE-1 protein content compared to polysulphone or 
basal conditions (Fig. 2D). No differences were detected in 
basal values from the different parameters tested after the 
two-week wash-out dialysis periods with low-flux polysul-
phone membranes.
Findings from the second part of the study only partially 
confirmed the results found in the first short-term analy-
sis. The effect of one single HD session was similar to 
that observed in the first study, with no changes in any of 
the parameters tested (Fig. 3). The chronic effect of dialy-
sis during three months with both dialyzers is shown in 
Figure 4. A significant increase in monocyte adhesion 
to ECs was observed after three months of dialysis with 
both polyethersulphone and polysulphone compared 
to the basal situation (Fig. 4A), whereas cellular toxicity 
was significantly decreased with both dialyzers (Fig. 4B). 
Thus, in spite of increasing MC adhesion we found less 
endothelial toxicity after treating the patients with the 
new membranes. None of the membranes significantly 
modified endothelial eNOS and ECE-1 protein content 
after three months (Figs. 4C and D). No differences were 
observed in any of the tested parameters between the 
two groups of patients after three months of dialysis 
(Fig. 4).
In general terms, there were no significant changes in 
mean blood pressure during the short-term and long-
term studies with both membranes (Tab. III). The ultra-
filtration rate showed no variations during the short-term 
studies; however, during the long-term studies, we ob-
served a slight decrease in the ultrafiltration rate with 
polysulphone, which was not observed with polyether-
sulphone (Tab. III). The possible development of leuko-
penia, a classical parameter of biocompatibility assess-
ment, was also measured: the reduction in the white 
blood cell count induced by both dialyzers was also 
comparable (% of reduction in the white cell count af-
ter 30 min of dialysis: 11.3% with polyethersulphone and 
7.5% with polysulphone, p = 0.80).
Fig. 3 - Acute effect of hemodialysis 
(HD) with two different membranes 
before (pre-HD) and after (post-HD) 
one HD session in the second part of 
the study. Monocyte cells (MC) were 
incubated for 24 h with cultured endo-
thelial cells (EC). A) Monocyte adhe-
sion to the EC was measured by flow 
cytometer after labeling the MC with 
CD14-PE antibody. B) Endothelial cell 
toxicity was measured as lactic dehy-
drogenase (LDH) levels released to 
culture media. C, D) eNOS and ECE-1 
protein content was evaluated in EC 
protein extracts by Western blot using 
specific antibodies. In the upper part 
of panels C and D a representative 
Western-blot is shown, whereas in the 
lower part the densitometric analysis 
of all patients is given. Data are ex-
pressed as mean and standard devia-
tion. High-flux polysulphone (PSu) is 
represented by closed squares, and 
high-flux polyethersulphone (PES) by 
open diamonds. *p<0.05 vs. pre-HD.
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by activated CD14+CD16+ monocytes on ECs, a co-culture 
of these monocytes with human umbilical vein endothelial 
cells (HuVEC) grown in 24-well plates was developed by 
Merino et al (27). HuVECs showed an increased ROS ac-
tivity and features of apoptosis, supporting the idea that 
oxidative stress induced by microinflammation in the EC 
is sufficient to induce endothelial injury (22). More recent 
studies confirm that CD14+CD16+ monocytes from chronic 
kidney disease patients show a high capacity of adhesion 
to the ECs (28).
The short-term effect observed in the first part of the study 
was that polyethersulphone induced significant changes 
in the bioactivity of circulating MCs. In comparison with 
basal values, obtained after two weeks of dialysis with 
low-flux polysulphone, the polyethersulphone membrane 
decreased the adhesion of MCs to the ECs, reduced the 
cellular toxicity induced by these MCs and modified the 
synthesis pattern of endothelial vasoactive factors, lead-
ing to a reduced expression of one of the proteins in-
volved in endothelin synthesis, the ECE-1. These effects 
took place after two weeks of dialysis, but not acutely, 
suggesting that an accumulative beneficial effect must 
Fig. 4 - Effect of hemodialysis ses-
sions for 3 months with two differ-
ent polymers polyethersulphone and 
polysulphone. Monocyte cells (MC) 
were incubated for 24 h with cultured 
endothelial cells (EC). A) Monocyte 
adhesion to the EC was measured by 
flow cytometer after labelling the MC 
with CD14-PE antibody. B) Endothelial 
cell toxicity was measured as lactic 
dehydrogenase (LDH) levels released 
to culture media. C, D) eNOS and 
ECE-1 protein content was evaluated 
in EC protein extracts by Western blot 
using specific antibodies. In the upper 
part of panels C and D a representa-
tive Western-blot is shown, whereas in 
the lower part the densitometric anal-
ysis of all patients is given. Data are 
expressed as mean and standard de-
viation. High-flux polyethersulphone 
(PES) is represented by closed bars, 
and high-flux polysulphone (PSu) by 
open bars. * p<0.05 PES or PSu com-
pared to basal.
DISCUSSION
These experiments were carried out in order to analyze 
the consequences of the inflammatory process elicited by 
the lack of biocompatibility of hemodialysis membranes. 
Instead of studying the amount of inflammatory media-
tors in blood or the number of circulating activated cells, 
we evaluated the ability of potentially activated circulating 
mononuclear cells (MCs) to induce pathological changes 
in cultured endothelial cells (ECs). Circulating MCs were 
isolated from the blood of HD patients in which two high-
flux membranes were used, a standard polysulphone and 
a polyethersulphone membrane. Three properties of these 
cells were then tested: adhesion to EC monolayers, the in-
duction of EC damage, and the ability to modify the pattern 
of synthesis of endothelial vasoactive factors. We selected 
polysulphone polymers because they are one of the most 
widely used materials.
Other studies have been conducted to evaluate the role of 
microinflammation mediated by monocytes in endothelial 
damage in chronic kidney disease patients. For example, in 
order to study the effect of inflammatory products released 
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TABLE III -  PRE HAEMODIALYSIS MEAN BLOOD PRES-
SURE (MBP) AND ULTRAFILTRATION (UF) RATE 
OF PATIENTS INCLUDED IN THE FIRST AND 
SECOND PARTS OF THE STUDY
MBP; median  
(interquartile range)
UF (ml/h); median 
(interquartile range)
Acute effect
 Basal 118 (25) 835 (232)
 2 weeks PSu 111 (22) 789 (496)
 2 weeks PES 108 (29) 775 (268)
 p 0.3 0.83
Chronic effect
PSu
 Basal 101 (33) 714 (305)
 3 months 99 (28) 550 (333)
 p 0.76 0.04
PES
 Basal 99 (16) 586 (409)
 3 months 93 (24) 587 (370)
 p 0.92 0.85
Acute effect represents patients included in the first short-term study who were 
dialysed two weeks with each membrane, high-flux polysulphone (PSu) and 
high-flux polyethersulphone (PES). Chronic effect represents patients included 
in the second part of the study where each group was dialysed with one mem-
brane, PSu or PES, for 3 months.
be involved. In contrast, no changes were observed in 
the different parameters analyzed after polysulphone 
dialysis, suggesting that this dialysis membrane did not 
induce the same changes as polyethersulphone. It should 
be pointed out that, although the number of patients in 
the study was very limited, each patient served as his or 
her own control, and measurements were performed in 
every case after two weeks of dialysis with the same type 
of membrane.
Although these results support a possible beneficial ef-
fect of high-flux polysulphones, especially polyethersul-
phone, when considering the capacity of mononuclear 
circulating cells to damage the endothelium, hemodialy-
sis contributes to the continuous induction of vascular 
damage. For this reason, we tested the effect of both 
membranes on a long-term basis, under standard clinical 
conditions. After three months, both high-flux dialyzers 
(polysulphone and polyethersulphone) induced a marked 
increase in the adhesion of MCs to the ECs; compared 
to basal conditions, the endothelial damage also dimin-
ished significantly. No differences were observed at three 
months between the two dialyzers tested. At this point, 
it must be stressed that this part of the study was not 
randomized, and doctors prescribed dialyzers following 
their own criteria. In consequence, the final groups were 
highly unbalanced and, although the factors that we ana-
lyzed did not show any significant difference between the 
basal characteristics of the groups, we cannot be com-
pletely sure that groups were homogeneous. Considering 
these facts, some doubts may be raised with respect to 
the finding that the two dialyzers were completely com-
parable. However, both caused a marked decreased in 
MC adhesion and toxicity compared to basal conditions, 
and this result support the beneficial effect of dialysis 
with these two membranes. 
It is difficult to provide a single explanation for the acute, 
short-term, and long-term effects of the tested mem-
branes as well as the apparent discrepancy between 
adhesiveness and toxicity in the chronic experiments. 
Concerning the differences in the response times of both 
membranes, it seems obvious that an accumulative ef-
fect linked to the continuous use of these high quality 
dialyzers must be involved. Perhaps the beneficial effect 
takes place before, with the use of polyethersulphone, 
but both dialyzers (polyethersulphone and polysulphone) 
seem to protect ECs on a long-term basis. It would be 
more difficult to explain the fact that the increase in 
adhesiveness is associated with a decrease in toxicity. 
However, the regulation of these two effects takes place 
by different mechanisms (29-33) and it could be possible 
that MCs express more adhesion molecules and simulta-
neously exhibit a decreased cytotoxic activity. As in other 
studies, the beneficial effects observed could be due to 
the better biocompatibility or the increased clearance of 
toxic molecules, as patients were previously treated with 
other membranes or polymers.
To summarize, the present data demonstrates that the 
possible beneficial effects of dialysis can be evaluated by 
testing the ability of circulating cells to damage endothelial 
monolayers. With this approach, it seems that some poly-
sulphone-derived polymers (polyethersulphone and poly-
sulphone) prevent MC-dependent endothelial damage on 
a long term basis, but not adhesion to ECs. This beneficial 
effect may appear earlier with polyethersulphone than with 
polysulphone, while no differences are observed between 
them after three months.
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ABBREVIATIONS
eNOS Endothelial Nitric Oxide Synthase
ECE-1 Endothelin-Converting Enzyme-1
HD Hemodialysis
EC Human endothelial cell line, EA.hy926
MC Peripheral blood Mononuclear Cells
PBS Phosphate Buffer Saline
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the geŶeƌal populaioŶ fƌoŵ the iŶiial stages of the disease 
aŶd this ƌate ŵaǇ ďe ŵuliplied ďǇ ϭϬϬϬ iŶ adǀaŶĐed stages 
;IV-VͿ of CKD aŶd iŶ ƌeŶal ƌeplaĐeŵeŶt theƌapǇ ;ϭͿ. This high 
ƌate iŶ ŵoƌďiditǇ aŶd ŵoƌtalitǇ ĐaŶ Ŷot ďe eǆplaiŶed solelǇ 
ďǇ ĐlassiĐ ĐaƌdioǀasĐulaƌ ƌisk faĐtoƌs suĐh as diaďetes, hǇpeƌ-
teŶsioŶ, sŵokiŶg, hǇpeƌĐholesteƌoleŵia, aŶd age. It is Ŷoǁ 
ĐoŶsideƌed that the pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ state ĐhaƌaĐteƌisiĐ 
of these paieŶts plaǇs a fuŶdaŵeŶtal ƌole iŶ the geŶesis of 
ĐaƌdioǀasĐulaƌ ŵoƌďiditǇ aŶd ŵoƌtalitǇ ;Ϯ-ϰͿ.
IŶ geŶeƌal teƌŵs, the pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ state of uƌeŵiĐ 
paieŶts ŵaǇ ďe atƌiďuted to tǁo fuŶdaŵeŶtal ŵeĐhaŶisŵs: 
the ƌeteŶioŶ of iŶlaŵŵatoƌǇ ŵediatoƌs, peƌpetuated ďǇ the 
ƌeduĐioŶ of ƌeŶal ĐleaƌaŶĐe ďǇ suĐh paieŶts; aŶd the geŶ-
eƌaioŶ of Ŷeǁ pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ ŵoleĐules, ĐoŶdiioŶed ďǇ 
difeƌeŶt Đausaiǀe ageŶts that ĐoŶĐuƌ iŶ paieŶts ǁith CKD 
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IŶtƌoduĐioŶ
PaieŶts ǁith ĐhƌoŶiĐ kidŶeǇ disease ;CKDͿ pƌeseŶt a higheƌ 
ƌate iŶ ŵoƌďiditǇ aŶd ŵoƌtalitǇ of ĐaƌdioǀasĐulaƌ oƌigiŶ thaŶ 
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Puƌpose: The ďioĐoŵpaiďilitǇ of dialǇzeƌs ŵaǇ iŶlueŶĐe the iŶlaŵŵatoƌǇ state of heŵodialǇsis paieŶts. This 
studǇ Đoŵpaƌes the efeĐt of a high-luǆ polǇŶephƌoŶ ŵeŵďƌaŶe ǁith otheƌ high-luǆ ŵeŵďƌaŶes, heliǆoŶe aŶd 
polǇaŵide, oŶ soŵe iŶlaŵŵaioŶ ďioŵaƌkeƌs ďased oŶ the aŶalǇsis of ĐiƌĐulaiŶg ŵoŶoŶuĐleaƌ Đells ;MCͿ.
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;ϱ, ϲͿ. The Đauses that ŵaǇ pƌoǀoke iŶlaŵŵaioŶ iŶ paieŶts 
ǁith CKD ŵaǇ ďe ƌelated to CKD itself aŶd to the heŵodialǇ-
sis tƌeatŵeŶt. AŵoŶg those ƌelated to CKD aƌe the ƌeteŶioŶ 
of pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ ŵoleĐules, ĐhƌoŶiĐ heaƌt failuƌe due to 
ǀoluŵe oǀeƌload, iŶfeĐious pƌoĐesses, aŶd geŶeiĐ aŶd iŵ-
ŵuŶologiĐal faĐtoƌs. The Đauses assoĐiated ǁith heŵodialǇsis 
tƌeatŵeŶt aƌe the use of ǀasĐulaƌ pƌostheses aŶd Đatheteƌs, 
the possiďle ĐoŶtaŵiŶaioŶ of dialǇsate, aŶd the ďio-iŶĐoŵ-
paiďilitǇ gƌade of the dialǇsis sǇsteŵ, espeĐiallǇ the dialǇsis 
ŵeŵďƌaŶe.
The ƌelaioŶships ďetǁeeŶ iŶlaŵŵaioŶ aŶd Đaƌdioǀas-
Đulaƌ daŵage haǀe ďeeŶ ǁidelǇ eǆploƌed, espeĐiallǇ iŶ the 
ield of aƌteƌiosĐleƌosis, aŶd it is ďelieǀed that eŶdothelial 
dǇsfuŶĐioŶ ŵaǇ ďe a keǇ faĐtoƌ iŶ the iƌst phases of ǀasĐu-
laƌ daŵage, ďoth iŶ aƌteƌiosĐleƌosis aŶd iŶ CKD. ReĐeŶtlǇ, a 
poteŶial pathogeŶiĐ ƌole has ďeeŶ atƌiďuted to ĐiƌĐulaiŶg 
peƌipheƌiĐal ďlood ŵoŶoŶuĐleaƌ Đells ;MCͿ. These Đells iŶ-
teƌaĐt ǁith the eŶdotheliuŵ that liŶes the ǁalls of the ǀes-
sels, aŶd suďseƋueŶtlǇ go to difeƌeŶt issues ;ϳ, ϴͿ. IŶ the 
pƌeseŶĐe of difeƌeŶt pathologiĐal siŵuli, suĐh as oǆidized 
LDL oƌ uƌeŵia itself, these Đells Đould ďe aĐiǀated, iŶteƌaĐt-
iŶg ǁith the eŶdotheliuŵ aŶd iŶduĐiŶg difeƌeŶt degƌees of 
eŶdothelial dǇsfuŶĐioŶ, eǀeŶ ĐhaŶgiŶg the pheŶotǇpe of 
these Đells. IŶ uƌeŵiĐ paieŶts, NguǇeŶ et al fouŶd aŶ iŶ-
Đƌease iŶ the sǇŶthesis of ƌeaĐiǀe oǆǇgeŶ speĐies ;RO“Ϳ iŶ-
duĐed ďǇ MC ;ϵͿ. Otheƌ authoƌs haǀe also fouŶd aŶ iŶĐƌease 
iŶ the peƌĐeŶtage of aĐiǀated MC ;CDϭϰ+CDϭϲ+Ϳ ;ϭϬ, ϭϭͿ iŶ 
uƌeŵiĐ paieŶts.
Less is kŶoǁŶ aďout the ƌole of heat-shoĐk pƌoteiŶs ;HspͿ 
oŶ the pheŶoŵeŶoŶ of iŶlaŵŵaioŶ as geŶeƌaiǀe of issue 
daŵage. Hsp aƌe ĐoŶsituiǀelǇ pƌeseŶt iŶ all speĐies aŶd iŶ 
all Đell tǇpes. TheǇ aƌe Ŷaŵed aĐĐoƌdiŶg to theiƌ ŵoleĐulaƌ 
ǁeight, aŶd theiƌ iŶtƌaĐellulaƌ fuŶĐioŶ ĐoŶsists of staďiliziŶg 
aŶd pƌoteĐiŶg the ƌest of the iŶtƌaĐellulaƌ pƌoteiŶs iŶ situa-
ioŶs of Đellulaƌ aggƌessioŶ ;ϭϮͿ. IŶ these situaioŶs, Hsp aƌe 
Đapaďle of ďiŶdiŶg to daŵaged pepides oƌ pƌoteiŶs, assisiŶg 
theiƌ ƌepaiƌ oƌ degƌadaioŶ. Hsp haǀe also ďeeŶ deteĐted at 
the leǀel of the ĐiƌĐulaioŶ, espeĐiallǇ iŶ the pƌeseŶĐe of Đellu-
laƌ daŵage. IŶ this ĐoŶteǆt, ǀaƌious studies shoǁ the ƌelaioŶ-
ship ďetǁeeŶ the ĐiƌĐulaiŶg leǀels of HspϲϬ aŶd HspϳϬ, aŶd 
the deǀelopŵeŶt of atheƌosĐleƌosis ;ϭϯ-ϭϱͿ.
The ƋualitǇ of dialǇsis ŵeŵďƌaŶes todaǇ is ŵuĐh ďeteƌ 
thaŶ soŵe Ǉeaƌs ago, Ŷot oŶlǇ ǁith ƌespeĐt to theiƌ dialǇziŶg 
ĐapaĐitǇ ďut also to theiƌ ďioĐoŵpaiďilitǇ. ClassiĐallǇ, ŵeŵ-
ďƌaŶe ďioĐoŵpaiďilitǇ ǁas ŵeasuƌed ďǇ aŶalǇziŶg the ƌeduĐ-
ioŶ of ǁhite ďlood Đells oƌ the ĐoŵpleŵeŶt aĐiǀaioŶ iŶ the 
ĐiƌĐulaioŶ ;ϭϲ-ϭϴͿ. With the iŵpƌoǀeŵeŶt of ŵeŵďƌaŶes, 
ŵoƌe sophisiĐated ŵeasuƌeŵeŶts of ďioĐoŵpaiďilitǇ aƌe ďe-
iŶg deǀeloped iŶ oƌdeƌ to deteĐt the pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ ĐapaĐitǇ 
of dialǇsis ŵeŵďƌaŶes ǁith gƌeateƌ seŶsiiǀitǇ aŶd speĐiiĐitǇ 
;ϭϵ-ϮϭͿ. The pƌeseŶt studǇ ǁas desigŶed to Đoŵpaƌe the efeĐt 
of Ϯ ǁidelǇ-used, high-luǆ dialǇsis ŵeŵďƌaŶes, heliǆoŶe aŶd 
polǇaŵide, ǁith a ŵoƌe ƌeĐeŶtlǇ deǀeloped high-luǆ ŵeŵ-
ďƌaŶe, polǇŶephƌoŶ, oŶ soŵe iŶlaŵŵaioŶ paƌaŵeteƌs suĐh 
as the RO“ pƌoduĐioŶ ďǇ MC aŶd its pheŶotǇpiĐ difeƌeŶiaioŶ 
to CDϭϰ+CDϭϲ+ as ǁell as to assess the pƌoteiŶ leǀels of HspϳϬ 
aŶd HspϵϬ iŶ ŵoŶoĐǇtes, ǁhiĐh Đould ĐoŶsitute a ŵaƌkeƌ of 
Đellulaƌ stƌess.
Methods
Study design
The studǇ ǁas peƌfoƌŵed ǁith a ŵuli-ĐeŶteƌ, pƌospeĐ-
iǀe, ƌaŶdoŵized aŶd ĐoŶtƌolled desigŶ. It ǁas peƌfoƌŵed iŶ 
aĐĐoƌdaŶĐe ǁith the EthiĐs Coŵŵitee of eaĐh hospital aŶd 
all paieŶts iŶĐluded iŶ the studǇ sigŶed the iŶfoƌŵed ĐoŶ-
seŶt. Cƌiteƌia to iŶĐlude paieŶts ǁeƌe the folloǁiŶg: ϭͿ theǇ 
had ďeeŶ oŶ heŵodialǇsis ;HDͿ ǁith high-luǆ dialǇsis ŵeŵ-
ďƌaŶes ;heliǆoŶe oƌ polǇaŵideͿ foƌ at least ϯ ŵoŶths pƌioƌ to 
staƌiŶg the studǇ, ϮͿ theǇ ǁeƌe at least ϭϴ Ǉeaƌs old, ϯͿ theǇ 
ǁeƌe iŶ a staďle ĐliŶiĐal situaioŶ aŶd ϰͿ theǇ had Ŷo seƌious 
diseases oƌ iŶ ǁoŵeŶ Ŷo possiďilitǇ of pƌegŶaŶĐǇ.
PaieŶts ǁeƌe seleĐted iŶ a ĐoŶseĐuiǀe ǁaǇ eǀeƌǇ ϱ pa-
ieŶts: ϰ ǁeƌe assigŶed to the iŶteƌǀeŶioŶ gƌoup aŶd ϭ to the 
ĐoŶtƌol gƌoup. CoŶtƌol paieŶts ǁeƌe studied iŶ ďasal ĐoŶdi-
ioŶs aŶd ateƌ ϰ ŵoŶths of dialǇsis ǁith the saŵe high-luǆ 
dialǇsis ŵeŵďƌaŶes. IŶ the iŶteƌǀeŶioŶ gƌoup, paieŶts ǁeƌe 
eǀaluated iŶ ďasal ĐoŶdiioŶs aŶd ateƌ ϰ ŵoŶths of dialǇsis 
ǁith a polǇŶephƌoŶ ŵeŵďƌaŶe. The ĐhaƌaĐteƌisiĐs of the 
dialǇzeƌs used aƌe shoǁŶ iŶ Taďle I.
DialǇsis ĐoŶdiioŶs ǁeƌe kept staďle iŶ eǀeƌǇ paieŶt. 
Aďout ϰϬ% of paieŶts ǁeƌe oŶ ͞oŶ-liŶe͟ heŵodiailtƌaioŶ 
aŶd this teĐhŶiƋue ǁas ŵaiŶtaiŶed oǀeƌ the ǁhole peƌiod 
of the studǇ. The suďsituioŶ ǀoluŵes used ǁeƌe alǁaǇs ďe-
tǁeeŶ ϮϬ L aŶd Ϯϱ L peƌ sessioŶ iŶ ďoth gƌoups. Blood loǁ 
ƌate ƌaŶged fƌoŵ ϮϬϬ ŵl/ŵiŶ to ϰϬϬ ŵl/ŵiŶ. AŶiĐoagula-
ioŶ ǁas peƌfoƌŵed usiŶg eitheƌ sodiuŵ hepaƌiŶ oƌ loǁ ŵo-
leĐulaƌ-ǁeight hepaƌiŶ. AŶalǇsis of the ǁateƌ of the dialǇsis 
sǇsteŵ alǁaǇs ƌeǀealed a ďaĐteƌial ĐouŶt uŶdeƌ Ϭ.ϭ CFU/ŵl 
aŶd eŶdotoǆiŶ leǀels ďeloǁ Ϭ.ϬϮϱ EU/ŵl. PaieŶts ǁith a ĐliŶi-
Đal eǀeŶt that ƌeƋuiƌed hospitalizaioŶ ǁeƌe eǆĐluded. Blood 
TABLE I - ChaƌaĐteƌisiĐs of the dialǇzeƌs used iŶ the studǇ
Tƌade Ŷaŵe of  
ŵeŵďƌaŶe
MeŵďƌaŶe  
polǇŵeƌ
SuƌfaĐe Aƌea ;ŵϮ) MaŶufaĐtuƌeƌ SteƌilizaioŶ ŵode UltƌailtƌaioŶ  
CoeiĐieŶt ;KUFͿ  
ŵl/h ǆ ŵŵHg
HeliǆoŶe PolǇsulphoŶe Ϯ.Ϯ FƌeseŶius MediĐal Caƌe IŶliŶe steaŵ 73
PolǇaŵiǆ PolǇaŵide1 Ϯ.ϭ Gaŵďƌo IŶliŶe steaŵ ϴϯ
PolǇŶephƌoŶe PolǇetheƌsulphoŶe Ϯ.ϭ Nipƌo Gaŵŵa dƌǇ ƌaǇ ϴϮ
1PolǇaŵide/polǇaƌǇletheƌsulphoŶe/polǇǀiŶǇlpǇƌƌolidoŶe ďleŶd.
MaƌíŶez-Miguel et al  ϯ
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pƌessuƌe aŶd ultƌailtƌaioŶ ƌate ǁeƌe ƌegisteƌed iŶ all paieŶts 
duƌiŶg the HD sessioŶ.
Pƌe-heŵodialǇsis ;pƌe-HD: ďefoƌe staƌiŶg the ďlood 
puŵpͿ, iŶtƌa-heŵodialǇsis ;ϯϬ ŵiŶ ateƌ ďegiŶŶiŶg HD ses-
sioŶͿ aŶd post-heŵodialǇsis ;post-HD: ϲϬ s ateƌ seiŶg the 
ďlood puŵp at ϱϬ ŵl/ŵiŶͿ ďlood saŵples ǁeƌe dƌaǁŶ fƌoŵ 
the iŶlet liŶe. “aŵples ǁeƌe ĐolleĐted iŶ ďasal ĐoŶdiioŶs aŶd 
ateƌ the ϰ ŵoŶth-peƌiod of studǇ. IŶ ďoth Đases, saŵpliŶg 
ǁas peƌfoƌŵed oŶ Ϯ ĐoŶseĐuiǀe dialǇses, peƌfoƌŵed ϭ ǁeek 
apaƌt. As sooŶ as the HD sessioŶ iŶished, all saŵples fƌoŵ 
eaĐh hospital ǁeƌe seŶt iŶ the saŵe ĐoŶdiioŶs ;ƌefƌigeƌated 
to pƌeseƌǀe theŵͿ to PƌiŶĐipe de Astuƌias Hospital ;siŶgle 
laďoƌatoƌǇͿ, ǁheƌe theǇ ǁeƌe pƌopeƌlǇ pƌoĐessed. “eƌuŵ, 
ǁhole ďlood, aŶd MC ǁeƌe oďtaiŶed fƌoŵ pƌe-HD aŶd post-
HD saŵples. “eƌuŵ ǁas used to ŵeasuƌe C-ƌeaĐiǀe pƌoteiŶ, 
uƌea, ĐƌeaiŶiŶe, aŶd ßϮ-ŵiĐƌogloďuliŶ ĐoŶĐeŶtƌaioŶs. White Đell ĐouŶt aŶd the aŶalǇsis of aĐiǀated MC ;CDϭϰ+CDϭϲ+ MCͿ 
ǁeƌe peƌfoƌŵed iŶ ǁhole ďlood. White ďlood Đell ĐouŶt ǁas 
ŵeasuƌed ϯϬ ŵiŶ ateƌ ďegiŶŶiŶg the HD sessioŶ aŶd ƌegis-
teƌed iŶ all paieŶts duƌiŶg the HD sessioŶ.
Blood ǁas ĐolleĐted to ĐalĐulate uƌea, ĐƌeaiŶiŶe, aŶd 
βϮ-ŵiĐƌogloďuliŶ ƌeduĐioŶ ƌaios as ǁell as isolate peƌiph-eƌal ďlood ŵoŶoŶuĐleaƌ Đells ;MCͿ. A poƌioŶ of ďlood ǁas 
used diƌeĐtlǇ to ƋuaŶifǇ aĐiǀated ŵoŶoĐǇtes ;suďpopulaioŶ 
CDϭϰ+CDϭϲ+Ϳ ďǇ loǁ ĐǇtoŵetƌǇ aŶd the MC isolated fƌoŵ to-
tal ďlood ǁeƌe used to eǀaluate the RO“ pƌoduĐioŶ ďǇ loǁ 
ĐǇtoŵetƌǇ aŶd pƌoteiŶ eǆpƌessioŶ of HspϳϬ aŶd HspϵϬ ďǇ 
WesteƌŶ ďlot assaǇs.
IsolaioŶ of peripheral ďlood ŵoŶoŶuĐlear Đells
MC ǁeƌe isolated ;ϮϮͿ fƌoŵ ǁhole ďlood ďǇ a difeƌeŶial 
ĐeŶtƌifugaioŶ gƌadieŶt ǁith FiĐoll ;CoŵeƌĐial Rafeƌ, Madƌid, 
“paiŶͿ. Foƌ this puƌpose, ďlood ǁas diluted ϭ:Ϯ ǁith phos-
phate ďufeƌ saliŶe ;PB“Ϳ ;ϭϯϵ ŵM NaCl, ϴ.ϲϲ ŵM NaϮHPOϰ, ϭ.ϰ ŵM NaHϮPOϰ, pH ϳͿ, aŶd it ǁas added sloǁlǇ oǀeƌ the FiĐoll ƌeageŶt. TheŶ, saŵples ǁeƌe ĐeŶtƌifuged at ϲϬϬ g foƌ ϰϱ ŵiŶ 
ǁithout ďƌake. The ĐotoŶǇ laǇeƌ ĐoŶtaiŶiŶg MC ǁas ĐaƌefullǇ 
ƌeŵoǀed aŶd ǁashed ǁith PB“. Ateƌ ĐeŶtƌifugiŶg at ϴϬϬ g foƌ 
ϭϱ ŵiŶ, Đells ǁeƌe pƌeĐipitated aŶd ĐolleĐted iŶ PB“ to ŵeasuƌe 
RO“ pƌoduĐioŶ aŶd pƌoteiŶ eǆpƌessioŶ of HspϳϬ aŶd HspϵϬ.
MeasureŵeŶt of reaĐive oǆǇgeŶ speĐies ;ROSͿ
MC isolated fƌoŵ the ǁhole ďlood of eaĐh paieŶt ǁeƌe 
iŶĐuďated foƌ ϯϬ ŵiŶ at ϯϳ°C iŶ the pƌeseŶĐe oƌ aďseŶĐe of 
the ƌeduĐed foƌŵ of diĐhloƌo-dihǇdƌoluoƌesĐeiŶ diaĐetate 
pƌoďe ;HϮDCFDA; MoleĐulaƌ Pƌoďes, Life TeĐhŶologies, Madƌid, “paiŶͿ dissolǀed iŶ PB“. Ateƌ iŶĐuďaioŶ, the saŵples ǁeƌe 
ĐeŶtƌifuged aŶd the MC ǁeƌe ƌesuspeŶded iŶ ϱϬϬ µL PB“ to 
ďe aĐƋuiƌed iŶ Floǁ CǇtoŵetƌǇ ;FC ϱϬϬ; BeĐkŵaŶ Coulteƌ, CA, 
U“AͿ. RO“ fƌoŵ eaĐh saŵple oǆidized the pƌoďe, ǁhiĐh iŶ 
this foƌŵ is luoƌesĐeŶt aŶd deteĐtaďle ďǇ luoƌiŵetƌiĐ assaǇ 
;ϮϯͿ. The luoƌesĐeŶt sigŶal ǁas diƌeĐtlǇ pƌopoƌioŶal to the 
aŵouŶt of RO“ ĐoŶtaiŶed iŶ the MC.
EvaluaioŶ of CDϭ4 aŶd CDϭϲ ŵoŶoŶuĐlear eǆpressioŶ
A total of ϭϬϬ µL of ǁhole ďlood ǁas iŶĐuďated ǁith ϰ µL 
CDϭϰ aŶiďodǇ PE-laďeled aŶd ϰ µL of CDϭϲ aŶiďodǇ FITC-
laďeled foƌ ϮϬ ŵiŶ at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe, iŶ the daƌk aŶd iŶ 
agitaioŶ ;ϴ, ϮϮͿ. The saŵples ǁeƌe takeŶ iŶ tƌipliĐate aŶd 
a Ŷegaiǀe ĐoŶtƌol ǁas peƌfoƌŵed ǁith ďlood aŶd the iso-
tǇpes of eaĐh CDϭϰ aŶd CDϭϲ aŶiďodǇ, IgGϮa-PE aŶd IgM-
FITC, ƌespeĐiǀelǇ. Mouse IgM CDϭϲ-FITC, ŵouse IgM-FITC, 
ŵouse IgGϮa CDϭϰ-PE aŶd ŵouse IgGϮa-PE aŶiďodies ǁeƌe 
puƌĐhased fƌoŵ MilteŶǇi BioteĐ ;Madƌid, “paiŶͿ. Ateƌ iŶĐu-
ďaioŶ, the ƌed ďlood Đells ǁeƌe ďƌokeŶ ǁith ϭǆ BD FAC“ LǇs-
iŶg soluioŶ ;BeĐtoŶ DiĐkiŶsoŶ, CA, U“AͿ duƌiŶg ϭϬ ŵiŶutes 
at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe. TheŶ, Đells ǁeƌe ǁashed ϯ iŵes ǁith 
PB“ to eliŵiŶate LǇsiŶg soluioŶ. LastlǇ, the Đells ǁeƌe ƌesus-
peŶded iŶ ϱϬϬ µl of PB“ ĐoŶtaiŶiŶg ϯ% foƌŵaldehǇde, to ďe 
aĐƋuiƌed iŶ the FAC“ĐaŶ ĐǇtoŵeteƌ ;FC ϱϬϬ, BeĐkŵaŶ Coulteƌ, 
“aŶ Jose, CA, U“AͿ.
ProteiŶ eǆpressioŶ of HspϳϬ aŶd Hsp9Ϭ iŶ MC
PƌoteiŶs ǁeƌe oďtaiŶed fƌoŵ MC usiŶg a LǇsis Bufeƌ 
;ϮϬ ŵM Tƌis-HCl pH ϳ.ϱ, ϭϱϬ ŵM NaCl, ϭ ŵM EGTA, ϭ ŵM 
EDTA, Ϭ.ϭ% sodiuŵ deoǆǇĐholate, ϭ% TƌitoŶ X-ϭϬϬ, ϭϬ ŵM so-
diuŵ pǇƌophosphateͿ ĐoŶtaiŶiŶg a pƌotease iŶhiďitoƌ ĐoĐktail 
;RoĐhe DiagŶosiĐs, Madƌid, “paiŶͿ as desĐƌiďed MaƌíŶez-
Miguel et al ;ϮϬͿ. PƌoteiŶ ĐoŶĐeŶtƌaioŶ ǁas deteƌŵiŶed ǁith 
the BCA pƌoteiŶ assaǇ kit ;PieƌĐe, RoĐkfoƌd, IL, U“AͿ. PƌoteiŶs 
ǁeƌe sepaƌated oŶ “D“-PAGE ϲ% ;ϯϬ µg pƌoteiŶ/laŶeͿ aŶd 
tƌaŶsfeƌƌed oŶto ŶitƌoĐellulose ŵeŵďƌaŶes ;PieƌĐe, RoĐkfoƌd, 
IL, U“AͿ. MeŵďƌaŶes ǁeƌe ďloĐked ǁith ϱ% ;ǁ/ǀͿ ŶoŶfat dƌǇ 
ŵilk iŶ Tƌis-Bufeƌed saliŶe aŶd TǁeeŶ ϮϬ ;ϮϬ ŵM Tƌis-HCl 
pH ϳ.ϱ, Ϭ.ϵ% NaCl, Ϭ.Ϭϱ% TǁeeŶ ϮϬͿ at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe. 
DeteĐioŶ of HspϳϬ aŶd HspϵϬ pƌoteiŶs ǁas peƌfoƌŵed us-
iŶg polǇĐloŶal ƌaďďit aŶi-HspϳϬ aŶd aŶi-HspϵϬ aŶiďodies 
;ϭ:ϳϱϬ diluioŶ iŶ ϯ% B“A oǀeƌŶight at ϰ°CͿ ;Cell “igŶalliŶg, 
I)A“A, BaƌĐeloŶa, “paiŶͿ. Ateƌ ǁashiŶg iŶ Tƌis-Bufeƌed sa-
liŶe aŶd TǁeeŶ ϮϬ, ďlots ǁeƌe iŶĐuďated ǁith ϭ:ϭϬ ϬϬϬ dilu-
ioŶ hoƌseƌadish peƌoǆidase-ĐoŶjugated goat aŶi-ƌaďďit IgG 
;CheŵiĐoŶ; Millipoƌe, TeŵeĐula, CA, U“AͿ. The iŵŵuŶoƌe-
aĐiǀe ďaŶds ǁeƌe ǀisualized ǁith the “upeƌ“igŶal West PiĐo 
deteĐioŶ sǇsteŵ fƌoŵ Cultek ;PieƌĐe, RoĐkfoƌd, IL, U“AͿ af-
teƌ ϲϬ s of eǆposuƌe to CL-Xposuƌe ilŵs ;PieƌĐe, RoĐkfoƌd, IL, 
U“AͿ. TheŶ ďlots ǁeƌe ƌeďloted ǁith a ƌaďďit aŶi-aĐiŶ aŶi-
ďodǇ ;“igŵa-AldƌiĐh-Fluka CheŵiĐal Co, “t Louis, MO, U“AͿ iŶ 
oƌdeƌ to Ŷoƌŵalize HspϳϬ aŶd HspϵϬ leǀels.
StaisiĐal aŶalǇsis
IŶ the ĐhƌoŶiĐ studǇ, eaĐh ǀalue ǁas the ŵeaŶ of the ǀalues 
oďtaiŶed fƌoŵ the Ϯ ĐoŶseĐuiǀe dialǇsis sessioŶs peƌfoƌŵed 
ϭ ǁeek apaƌt. The staisiĐal tests used ǁeƌe Chi-sƋuaƌe, “tu-
deŶt’s T-test foƌ paiƌed ŵeasuƌes, if the ǀaƌiaďles Đoŵplied ǁith 
the ĐoŶdiioŶ of ŶoƌŵalitǇ, aŶd WilĐoǆoŶ Test foƌ ŶoŶ-Ŷoƌŵal 
ǀaƌiaďles. Data aƌe ƌepoƌted as ŵeaŶ ± staŶdaƌd deǀiaioŶ, ŵe-
diaŶ aŶd iŶteƌƋuaƌile ƌaŶges, peƌĐeŶtages aŶd ƌates, as appƌo-
pƌiate. DifeƌeŶĐes ǁeƌe ĐoŶsideƌed sigŶiiĐaŶt at P<Ϭ.Ϭϱ.
Results
The ďaseliŶe ĐhaƌaĐteƌisiĐs of paieŶts fƌoŵ ďoth gƌoups 
aƌe shoǁŶ iŶ Taďle II. Theƌe ǁeƌe Ŷo staisiĐallǇ sigŶiiĐaŶt 
difeƌeŶĐes iŶ the difeƌeŶt paƌaŵeteƌs ĐoŶsideƌed. The 
aĐute efeĐt of a siŶgle dialǇsis ǁith eaĐh oŶe of the dialǇzeƌs 
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iŶĐluded iŶ the studǇ is eǆpƌessed iŶ Taďle III. No staisiĐallǇ 
sigŶiiĐaŶt difeƌeŶĐes ǁeƌe oďseƌǀed ďetǁeeŶ the iŶiial aŶd 
iŶal ǀalues of RO“ aŵouŶt oƌ HspϳϬ/ϵϬ eǆpƌessioŶ ǁith aŶǇ 
of the ŵeŵďƌaŶes eǀaluated. OŶ the ĐoŶtƌaƌǇ, the peƌĐeŶt-
age of CDϭϰ+CDϭϲ+ MC, ǁas ƌeduĐed ǁith a siŶgle dialǇsis 
iŶ all Đases, although the difeƌeŶĐes ǁeƌe oŶlǇ staisiĐallǇ 
sigŶiiĐaŶt iŶ the ĐoŶtƌol gƌoup iŶ the eǀaluaioŶs peƌfoƌŵed 
at ϰ ŵoŶths, aŶd iŶ the polǇŶephƌoŶe gƌoup iŶ the ďaseliŶe 
studies ;Taďle IIIͿ.
Paƌaŵeteƌs aŶalǇzed ateƌ ϰ ŵoŶths iŶ the ĐoŶtƌol gƌoup 
did Ŷot shoǁ aŶǇ ĐhaŶge ǁith ƌespeĐt to ďasal ĐoŶdiioŶs 
;paŶels A aŶd C of Figs. ϭ aŶd ϮͿ. WheŶ the usual high-luǆ 
dialǇzeƌs ǁeƌe ĐhaŶged foƌ polǇŶephƌoŶ, Ŷo ĐhaŶges ǁeƌe 
oďseƌǀed iŶ the RO“ pƌoduĐioŶ ďǇ MC ;Fig. ϭBͿ. IŶ ĐoŶtƌast, 
a sigŶiiĐaŶt ƌeduĐioŶ ǁas oďseƌǀed iŶ the peƌĐeŶtage of 
CDϭϰ+CDϭϲ+ MC ;Fig. ϭDͿ. With ƌegaƌd to the eǆpƌessioŶ of 
Hsp iŶ MC ateƌ ϰ ŵoŶths, dialǇsis ǁith polǇŶephƌoŶ iŶduĐed 
a ƌeduĐioŶ of the ĐoŶteŶt of HspϳϬ ;Fig. ϮBͿ, ǁhiĐh did Ŷot 
ƌeaĐh staisiĐal sigŶiiĐaŶĐe, ǁithout ŵodiiĐaioŶs iŶ HspϵϬ 
;Fig. ϮDͿ. TakiŶg iŶto aĐĐouŶt that half of the paieŶts iŶĐlud-
ed iŶ the studǇ ǁeƌe dialǇzed ƌegulaƌlǇ ǁith heliǆoŶe aŶd the 
otheƌ half ǁith polǇaŵide, the difeƌeŶt ǀaƌiaďles aŶalǇzed iŶ 
ďoth suďgƌoups of paieŶts ǁeƌe Đoŵpaƌed. The ƌesults ǁeƌe 
siŵilaƌ to those pƌeǀiouslǇ desĐƌiďed, although the ƌeduĐioŶ 
iŶ the peƌĐeŶtage of CDϭϰ+CDϭϲ+ MC did Ŷot ƌeaĐh staisiĐal 
sigŶiiĐaŶĐe ;heliǆoŶe ǀs. polǇŶephƌoŶ: heliǆoŶe: ϵϰϳ ;ϭϮϮϮͿ; 
polǇŶephƌoŶ: ϰϲϱ ;ϲϰϭͿ P = Ϭ.ϭϳϵ; poliaŵide ǀs. polǇŶephƌoŶ: 
poliaŵide: ϲϴϴ ;ϭϲϳϳͿ; polǇŶephƌoŶ: ϰϮϯ ;ϳϭϱͿ, P = Ϭ.ϬϵϭͿ.
MeaŶ ďlood pƌessuƌe, total ultƌailtƌaioŶ, ǁhite Đell ĐouŶt 
at ϯϬ ŵiŶ fƌoŵ the dialǇsis ďegiŶŶiŶg, C-ƌeaĐiǀe pƌoteiŶ, aŶd 
uƌea, ĐƌeaiŶiŶe aŶd ßϮ-ŵiĐƌogloďuliŶ ƌeduĐioŶ ƌaios aƌe shoǁŶ iŶ Taďle IV. No staisiĐallǇ sigŶiiĐaŶt difeƌeŶĐes ǁeƌe 
oďseƌǀed iŶ aŶǇ of the paƌaŵeteƌs eǀaluated, eǆĐept that the 
ßϮ-ŵiĐƌogloďuliŶ ƌeduĐioŶ ƌaio ǁas higheƌ iŶ polǇŶephƌoŶ gƌoup ateƌ ϰ ŵoŶths ƌespeĐt to the ďasal situaioŶ.
DisĐussioŶ
Pƌogƌessiǀe kŶoǁledge of the iŵpoƌtaŶĐe of the ďioĐoŵ-
paiďilitǇ of dialǇsis ŵeŵďƌaŶes has led to a Ƌualitaiǀe ĐhaŶge 
iŶ the tƌeatŵeŶt of paieŶts ǁith CKD ďǇ ŵeaŶs of eǆtƌaĐoƌpo-
ƌeal ǁaste ƌeŵoǀal teĐhŶiƋues. The old ŵeŵďƌaŶes deƌiǀed 
fƌoŵ ĐellophaŶe haǀe ďeeŶ ƌeplaĐed ďǇ difeƌeŶt sǇŶtheiĐ 
polǇŵeƌs, Đapaďle of ŵiŶiŵiziŶg the ďiologiĐal ƌespoŶses of 
TABLE II - BaseliŶe ĐhaƌaĐteƌisiĐs of the paieŶts
Gƌoups CoŶtƌol PolǇŶephƌoŶe P
No. of paieŶts 9 ϯϴ
GeŶdeƌ Ŷ ;%Ϳ
 Male 6 (67) Ϯϳ ;ϳϭͿ Ϭ.ϱ Feŵale 3 (33) ϭϭ ;ϮϵͿ
Age ;ǇeaƌsͿ
 ;ŵeaŶ ± sdͿ ϱϵ ± ϭϰ ϲϱ ± ϭϳ Ϭ.ϰ
T oŶ HD ;ŵoŶthsͿ
 ;ŵeaŶ ± sdͿ ϱϮ ± ϱϱ ϱϲ ± ϲϬ Ϭ.ϵ
 Online ϰ ;ϰϰͿ ϭϰ ;ϯϳͿ
TǇpe of HD Ŷ ;%Ϳ
 High-luǆ ϱ ;ϱϲͿ Ϯϰ ;ϲϯͿ
1 NephƌoaŶgiosĐleƌosis 1 (11) ϰ ;ϭϬͿ
 DiaďeiĐ NephƌopathǇ 1 (11) ϭϭ ;ϮϵͿ
CKD eiologǇ Ŷ ;%Ϳ
 IŶteƌsiial ŶephƌopathǇ Ϯ ;ϮϮͿ 1 (3) Ϭ.ϰ
 GloŵeƌuloŶephƌiis Ϯ ;ϮϮͿ ϳ ;ϭϴͿ
 APKD 1 (11) 1 (3)
 AŵǇloidosis Ϭ ;ϬͿ 1 (3)
 UŶkŶoǁŶ Ϯ ;ϮϮͿ ϭϯ ;ϯϰͿ
 Sŵokeƌ 1 (11) ϳ ;ϭϴͿ Ϭ.ϱ
 HǇpeƌteŶsioŶ 6 (67) ϯϮ ;ϴϰͿ Ϭ.Ϯ
 Diaďeis ŵellitus
CoŵoƌďiditǇ Ŷ ;%Ϳ Ϯ ;ϮϮͿ ϭϲ ;ϰϮͿ Ϭ.Ϯ
 IsĐheŵiĐ heaƌt disease Ϭ ;ϬͿ ϳ ;ϭϴͿ Ϭ.Ϯ
 Peƌipheƌal ǀasĐulaƌ disease 1 (11) 6 (16) Ϭ.ϲ
BaseliŶe dialǇzeƌ Ŷ ;%Ϳ
 HeliǆoŶe ϳ ;ϳϴͿ ϭϵ ;ϱϬͿ Ϭ.ϭ PolǇaŵide Ϯ ;ϮϮͿ ϭϵ ;ϱϬͿ
CoŶtƌol = ĐoŶtƌol gƌoup, paieŶts dialǇzed thƌoughout the studǇ ǁith the 
saŵe ŵeŵďƌaŶe, heliǆoŶe oƌ polǇaŵide; PolǇŶephƌoŶe = paieŶts iŶ ǁhiĐh 
the heliǆoŶe oƌ polǇaŵide ŵeŵďƌaŶe ǁas ƌeplaĐed ďǇ polǇŶephƌoŶe foƌ  
ϰ ŵoŶths; T oŶ HD = iŵe oŶ heŵodialǇsis. The data aƌe eǆpƌessed as aďso-
lute fƌeƋueŶĐǇ ;ŶͿ aŶd peƌĐeŶtage ;%Ϳ oƌ as ŵeaŶ ± staŶdaƌd deǀiaioŶ ;sdͿ.
TABLE III - AĐute efeĐt of oŶe heŵodialǇsis sessioŶ oŶ ĐiƌĐulaiŶg ŵoŶoĐǇtes
CoŶtƌol PolǇŶephƌoŶe
Basal 4 ŵoŶths Basal 4 ŵoŶths
pƌeHD postHD pƌeHD postHD pƌeHD postHD pƌeHD postHD
No. MC ROS+/ϭϬ ϬϬϬ Đells ϲϰϲ ;ϴϯϬͿ ϵϰϮ ;ϳϳϰͿ ϰϲϮ ;ϰϵϱͿ ϱϲϲ ;ϰϯϵͿ ϭϭϰϯ ;ϭϭϰϱͿ ϵϱϳ ;ϭϭϭϲͿ ϴϬϱ ;ϭϱϳϳͿ ϴϳϴ ;ϭϱϬϭͿ
No. MC CDϭϰ+CD16+/ϭϬ,ϬϬϬ Đells ϳϮϲ ;ϮϴϬϳͿ ϱϯϱ ;ϭϱϭϲͿ ϱϰϳ ;ϲϮϭͿ Ϯϲϳ* ;ϱϭϬͿ ϭϭϮϳ ;ϭϴϯϵͿ ϴϰϬ* ;ϭϲϳϮͿ ϲϭϬ ;ϵϴϬͿ ϰϳϲ ;ϳϰϵͿ
HspϳϬ/AĐt/µg pƌoteiŶ eǆpƌessioŶ ϭ.ϲ ;Ϯ.ϭͿ ϭ.ϯ ;Ϯ.ϭͿ ϭ.ϴ ;Ϯ.ϭͿ Ϯ.Ϭ ;ϭ.ϭͿ ϭ.Ϯ ;ϭ.ϰͿ Ϭ.ϴ ;ϭ.ϭͿ Ϭ.ϳ ;ϭ.ϱͿ Ϭ.ϲ ;ϭ.ϲͿ
HspϵϬ/AĐt/µg pƌoteiŶ eǆpƌessioŶ Ϯ.ϲ ;ϱ.ϯͿ Ϯ.ϳ ;ϱ.ϳͿ Ϯ.Ϭ ;ϱ.ϭͿ ϭ.Ϯ ;ϯ.ϲͿ ϭ.ϭ ;ϭ.ϴͿ Ϭ.ϳ ;ϭ.ϳͿ ϭ.Ϯ ;ϯ.ϬͿ Ϭ.ϵ ;ϭ.ϴͿ
CoŶtƌol = ĐoŶtƌol gƌoup, paieŶts dialǇzed thƌoughout the studǇ ǁith the saŵe ŵeŵďƌaŶe, heliǆoŶe oƌ polǇaŵide; PolǇŶephƌoŶe = paieŶts iŶ ǁhiĐh the heliǆoŶe 
oƌ polǇaŵide ŵeŵďƌaŶe ǁas ƌeplaĐed ďǇ polǇŶephƌoŶe foƌ ϰ ŵoŶths. AŶalǇses ǁeƌe peƌfoƌŵed ďefoƌe ;pƌe-HDͿ aŶd ateƌ ;post-HDͿ oŶe heŵodialǇsis sessioŶ, 
at the ďegiŶŶiŶg of the studǇ ;BasalͿ aŶd ateƌ ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt iŶ ďoth gƌoups. No. MC ROS+ = Ŷuŵďeƌ of MC pƌoduĐiŶg ROS; No. MC CDϭϰ+CD16+ =  
Ŷuŵďeƌ of MC posiiǀes foƌ CDϭϰ aŶd CDϭϲ; Hsp = Heat-shoĐk pƌoteiŶ. The data aƌe eǆpƌessed as ŵediaŶ ;iŶteƌƋuaƌile ƌaŶgeͿ. DifeƌeŶĐes aƌe ĐoŶsideƌed 
staisiĐallǇ sigŶiiĐaŶt at *P<Ϭ.Ϭϱ.
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Fig. ϭ - ChƌoŶiĐ efeĐt of ϰ ŵoŶths of heŵodialǇsis ǁith polǇŶephƌoŶe iŶ ĐoŵpaƌisoŶ ǁith the ďaseliŶe dialǇzeƌs polǇaŵide aŶd heliǆ-
oŶe oŶ the pƌoduĐioŶ of RO“ iŶ ŵoŶoĐǇtes aŶd oŶ the peƌĐeŶtage of CDϭϰ+CDϭϲ+ ŵoŶoĐǇtes. A, BͿ MC ǁeƌe isolated fƌoŵ eaĐh pa-
ieŶt ďefoƌe HD-sessioŶ ;pƌe-HDͿ fƌoŵ the ďegiŶŶiŶg of the studǇ ;BasalͿ aŶd ateƌ ϰ ŵoŶths, aŶd theŶ iŶĐuďated ǁith HϮDCFDA pƌoďe to ŵeasuƌe RO“ pƌoduĐioŶ ďǇ loǁ ĐǇtoŵetƌǇ, iŶdiĐaiŶg the Ŷuŵďeƌ of MC that pƌoduĐe RO“ ;Ŷ.° MC RO“+Ϳ peƌ ϭϬ ϬϬϬ Đells aŶalǇzed. 
AͿ PƌoduĐioŶ of RO“ iŶ the ĐoŶtƌol gƌoup, ateƌ ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt ǁith the saŵe dialǇzeƌ, polǇaŵide oƌ heliǆoŶe ;opeŶ ďaƌsͿ. 
BͿ PƌoduĐioŶ of RO“ iŶ the polǇŶephƌoŶe gƌoup, ateƌ ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt ǁith polǇŶephƌoŶe ;gƌeǇ ďaƌsͿ. The data aƌe eǆpƌessed as 
ŵeaŶ aŶd staŶdaƌd eƌƌoƌ of the ŵeaŶ. C, DͿ ϭϬϬ µL of ǁhole ďlood ǁas iŶĐuďated ǁith CDϭϰ aŶd CDϭϲ aŶiďodies foƌ ϮϬ ŵiŶutes at ƌooŵ 
teŵpeƌatuƌe, to deteĐt the aĐiǀated ŵoŶoĐǇtes that ǁeƌe posiiǀe foƌ ďoth ŵaƌkeƌs ;Ŷ.° MC CDϭϰ+CDϭϲ+Ϳ peƌ ϭϬ ϬϬϬ Đells aŶalǇzed ďǇ 
loǁ ĐǇtoŵetƌǇ. CͿ PeƌĐeŶtage of aĐiǀated ŵoŶoĐǇtes iŶ the ĐoŶtƌol gƌoup ateƌ ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt ǁith the saŵe ďaseliŶe dialǇzeƌ, 
polǇaŵide oƌ heliǆoŶe ;opeŶ ďaƌsͿ. DͿ PeƌĐeŶtage of aĐiǀated ŵoŶoĐǇtes iŶ the polǇŶephƌoŶe gƌoup, ateƌ ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt ǁith 
polǇŶephƌoŶe ;gƌeǇ ďaƌsͿ. The data aƌe eǆpƌessed as ŵeaŶ aŶd staŶdaƌd eƌƌoƌ of the ŵeaŶ. *P<Ϭ.Ϭϱ ǀs. ďaseliŶe dialǇzeƌ ;Đlosed ďaƌsͿ.
the ďlood ǁheŶ eŶteƌiŶg iŶto ĐoŶtaĐt ǁith ŵateƌials of a dif-
feƌeŶt ĐheŵiĐal ĐoŵposiioŶ ;Ϯϰ-ϮϲͿ. IŶ this pƌoĐess of suď-
situiŶg Ŷeǁ ŵeŵďƌaŶes foƌ old oŶes, iŶdiƌeĐt pƌoĐeduƌes 
ǁeƌe estaďlished foƌ ŵeasuƌiŶg ďioĐoŵpaiďilitǇ, aŶd it ǁas 
thus possiďle to seleĐt the ďest possiďle dialǇzeƌs. MaŶǇ of the 
ŵeŵďƌaŶes ĐuƌƌeŶtlǇ used aƌe of eǆĐelleŶt ƋualitǇ, ƌeallǇ dif-
feƌiŶg litle iŶ the ĐlassiĐ ďioĐoŵpaiďilitǇ ŵeasuƌeŵeŶt pa-
ƌaŵeteƌs, suĐh as leukopeŶia oƌ ĐoŵpleŵeŶt deĐƌease, ǁhiĐh 
aƌe oďseƌǀed iŶ the iƌst phases of dialǇsis. Foƌ this ƌeasoŶ, 
iŶ ƌeĐeŶt Ǉeaƌs, pƌoĐeduƌes haǀe ďeeŶ deǀeloped foƌ ŵeasuƌ-
iŶg the pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ state of iŶdiǀiduals, suĐh as, foƌ eǆ-
aŵple, ĐǇtokiŶe sǇŶthesis ;Ϯϳ-ϯϭͿ, ǁhiĐh haǀe ĐoŶtƌiďuted to 
disĐƌiŵiŶaiŶg ďetǁeeŶ the gƌeateƌ oƌ lesseƌ ďioĐoŵpaiďilitǇ 
of the Ŷeǁ ŵateƌials.
PolǇŶephƌoŶ is a dialǇsis ŵeŵďƌaŶe that ǁas iŶtƌoduĐed 
iŶto the ŵaƌket ƌelaiǀelǇ ƌeĐeŶtlǇ. Its ĐhaƌaĐteƌisiĐs of peƌ-
ŵeaďilitǇ aŶd ďioĐoŵpaiďilitǇ, appaƌeŶtlǇ, do Ŷot difeƌ fƌoŵ 
those of the dialǇzeƌs ŵost ǁidelǇ used at pƌeseŶt, suĐh as 
heliǆoŶe oƌ polǇaŵide. This studǇ ǁas pƌoposed to Đoŵpaƌe 
polǇŶephƌoŶ ǁith these ŵoƌe tƌadiioŶal ŵeŵďƌaŶes, ďut 
the studǇ ĐoŶĐeŶtƌated oŶ the aŶalǇsis of the ĐapaĐitǇ of the 
ŵeŵďƌaŶes to ŵodifǇ the pheŶotǇpe of ĐiƌĐulaiŶg ŵoŶoŶu-
Đleaƌ Đells, thus ďeiŶg aďle to iŶlueŶĐe, iŶdiƌeĐtlǇ, the pƌoĐess 
of the geŶeƌaioŶ of ǀasĐulaƌ daŵage. WheŶ aŶalǇziŶg the 
ĐiƌĐulaiŶg Đells, the peƌĐeŶtage of posiiǀe CDϭϰ aŶd CDϭϲ 
Đells, a suďtǇpe of ŵoŶoĐǇtes ǁith pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ aĐiǀitǇ 
;ϭϭͿ, aŶd the Đellulaƌ ĐoŶteŶt of fƌee ƌadiĐals aŶd heat shoĐk 
pƌoteiŶs ǁeƌe studied.
Neǁ dialǇzeƌs aŶd ŵoŶoĐǇte aĐiǀaioŶ6 
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Fig. Ϯ - ChƌoŶiĐ efeĐt of ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt iŶ heŵodialǇsis ǁith polǇŶephƌoŶe iŶ ĐoŵpaƌisoŶ ǁith the ďaseliŶe dialǇzeƌs polǇaŵide aŶd 
heliǆoŶe oŶ the pƌoteiŶ eǆpƌessioŶ of HspϳϬ aŶd HspϵϬ iŶ ŵoŶoĐǇtes. MC ǁeƌe isolated fƌoŵ eaĐh paieŶt ďefoƌe HD-sessioŶ ;pƌe-HDͿ fƌoŵ 
the ďegiŶŶiŶg of the studǇ ;BasalͿ aŶd ateƌ ϰ ŵoŶths. PƌoteiŶs ǁeƌe eǆtƌaĐted fƌoŵ these MC iŶ oƌdeƌ to ƋuaŶifǇ the pƌoteiŶ leǀels of HspϳϬ 
aŶd HspϵϬ ďǇ WesteƌŶ ďlot assaǇ. The uppeƌ paƌt of eaĐh paŶel shoǁs a ƌepƌeseŶtaiǀe WesteƌŶ ďlot aŶd the loǁeƌ paƌt shoǁs a gƌaph ǁith 
the deŶsitoŵetƌiĐ aŶalǇsis of all the data. EǆpƌessioŶ of HspϳϬ ;AͿ aŶd HspϵϬ ;CͿ iŶ the ŵoŶoĐǇtes of the ĐoŶtƌol gƌoup, ateƌ ϰ ŵoŶths of tƌeat-
ŵeŶt ǁith the saŵe dialǇzeƌ, polǇaŵide oƌ heliǆoŶe ;opeŶ ďaƌsͿ. EǆpƌessioŶ of HspϳϬ ;BͿ aŶd HspϵϬ ;DͿ iŶ the ŵoŶoĐǇtes of the polǇŶephƌoŶe 
gƌoup, ateƌ ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt ǁith polǇŶephƌoŶe ;gƌeǇ ďaƌsͿ. The ƌesults aƌe eǆpƌessed as ŵeaŶ aŶd staŶdaƌd eƌƌoƌ of the ŵeaŶ. No 
staisiĐal difeƌeŶĐes ǁeƌe fouŶd iŶ aŶǇ gƌoup ĐoŵpaƌiŶg ϰ ŵoŶths ǁith ƌespeĐt to ďaseliŶe dialǇzeƌ ;Đlosed ďaƌsͿ.
The ƌesults oďtaiŶed oŶlǇ shoǁed difeƌeŶĐes iŶ the peƌ-
ĐeŶtage of posiiǀe CDϭϰCDϭϲ ŵoŶoĐǇtes, ǁith Ŷo difeƌeŶĐes 
ďeiŶg deteĐted iŶ the otheƌ paƌaŵeteƌs aŶalǇzed. IŶ faĐt, the 
peƌĐeŶtage of these Đells diŵiŶished oǀeƌ the Đouƌse of a di-
alǇsis pƌoĐeduƌe ǁith the ǀaƌious ŵeŵďƌaŶes aŶalǇzed, al-
though the difeƌeŶĐes oďseƌǀed ǁeƌe Ŷot sigŶiiĐaŶt iŶ eaĐh 
Đase, pƌoďaďlǇ due to the ǀaƌiaďilitǇ of this paƌaŵeteƌ. These 
ĐhaŶges iŶ the peƌĐeŶtage of pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ ŵoŶoĐǇtes 
oǀeƌ the Đouƌse of a dialǇsis haǀe ďeeŶ desĐƌiďed pƌeǀiouslǇ, 
aŶd haǀe ďeeŶ Đoƌƌelated ǁith the ƌeŵoǀal of toǆiĐ ŵoleĐules 
oƌ dialǇsis sǇsteŵ ďioĐoŵpaiďilitǇ ;ϭϵͿ. Moƌe ƌeleǀaŶt thaŶ 
the aĐute ĐhaŶges aƌe the ŵodiiĐaioŶs that took plaĐe ateƌ 
ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt ǁith polǇŶephƌoŶ. The ƌeplaĐeŵeŶt 
of the ŵoƌe tƌadiioŶal ŵeŵďƌaŶes ǁith this ŵeŵďƌaŶe 
Đaused a ƌeduĐioŶ iŶ pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ ŵoŶoĐǇtes, ǁhiĐh iŶ 
the loŶg teƌŵ ŵaǇ ďƌiŶg aďout a ƌeduĐioŶ iŶ the Đaƌdioǀas-
Đulaƌ daŵage of paieŶts dialǇzed ǁith this ŵateƌial.
The ƌole of fƌee ƌadiĐals iŶ the daŵage assoĐiated ǁith 
the laĐk of ďioĐoŵpaiďilitǇ has ďeeŶ eǀaluated pƌeǀiouslǇ, 
ďut the studies that aŶalǇze the Ŷet pƌoduĐioŶ of these ŵe-
taďolites iŶ ĐiƌĐulaiŶg ŵoŶoŶuĐleaƌ Đells aƌe sĐaƌĐe ;ϵ, ϯϮ, 
ϯϯͿ. “oŵe of theŵ shoǁ that aŶ iŵpƌoǀeŵeŶt iŶ the ƋualitǇ 
of the dialǇsis, fƌoŵ the poiŶt of ǀieǁ of ǁaste ƌeŵoǀal oƌ 
ďioĐoŵpaiďilitǇ, ƌeduĐes the Ŷet pƌoduĐioŶ of these ŵe-
taďolites ďǇ the ďlood Đells. Ouƌ studǇ eǀaluated the pƌoduĐ-
ioŶ of RO“ ǁith the HϮDCFDA pƌoďe, ǁhiĐh is a ĐheŵiĐallǇ 
MaƌíŶez-Miguel et al  7
© ϮϬϭϱ WiĐhig PuďlishiŶg  
ƌeduĐed foƌŵ of luoƌesĐeiŶ used as aŶ iŶdiĐatoƌ foƌ deteĐiŶg 
the geŶeƌaioŶ of RO“ iŶ Ŷeutƌophils aŶd ŵaĐƌophages. No 
ƌeleǀaŶt ĐhaŶges ǁeƌe deteĐted oŶ the ďasis of the difeƌeŶt 
ŵeŵďƌaŶes used.
VeƌǇ feǁ studies haǀe ĐoŶsideƌed that Hsp ŵaǇ ďe Đellu-
laƌ stƌess ŵaƌkeƌs iŶ dialǇsis paieŶts. Cells iŶĐuďated at high 
teŵpeƌatuƌes oƌ iŶ the pƌeseŶĐe of eǆteƌŶal aggƌessioŶs, suĐh 
as the fƌee ƌadiĐals ŵeŶioŶed eaƌlieƌ, oǀeƌ-eǆpƌess these 
pƌoteiŶs, ǁhiĐh tƌǇ to pƌeǀeŶt Đellulaƌ daŵage iŶduĐed ďǇ 
eǆteƌŶal siŵuli. It ǁould Ŷot ďe stƌaŶge if iŶ adǀeƌse phǇsio-
pathologiĐal ĐoŶdiioŶs, suĐh as heŵodialǇsis, these pƌoteiŶs 
ǁeƌe to ďe iŶĐƌeased, alloǁiŶg theŵ to seƌǀe as ŵaƌkeƌs of the 
iŶteŶsitǇ of the aggƌessioŶ. This pƌopeƌtǇ of Hsp has ďeeŶ used 
iŶ otheƌ ields of ďioŵediĐal kŶoǁledge, aŶd its ƌeleǀaŶĐe has 
ďeeŶ deŵoŶstƌated iŶ difeƌeŶt ĐaƌdioǀasĐulaƌ diseases ;ϭϮͿ. 
IŶ geŶeƌal, these studies assuŵe that the oǀeƌ-eǆpƌessioŶ of 
these stƌess pƌoteiŶs leads to aŶ iŶĐƌease iŶ theiƌ ƌelease to 
the eǆtƌaĐellulaƌ spaĐe, peƌhaps as a ĐoŶseƋueŶĐe of Đellulaƌ 
daŵage; ďased oŶ this assuŵpioŶ, the ĐoŶteŶt of heat shoĐk 
pƌoteiŶs iŶ ĐiƌĐulaioŶ is aŶalǇzed. A ƌeĐeŶt studǇ ƌefeƌs to aŶ 
iŶĐƌease iŶ the seƌuŵ ĐoŶĐeŶtƌaioŶ of HspϲϬ aŶd HspϵϬ at 
the eŶd of the heŵodialǇsis sessioŶ ǁith polǇsulphoŶe ;ϯϰͿ, 
ǁhile aŶotheƌ ƌefeƌs to aŶ iŶĐƌease of HspϳϬ uŶdeƌ the saŵe 
ĐoŶdiioŶs ;ϯϮͿ. These studies atƌiďute the iŶĐƌease iŶ Hsp 
pƌoteiŶs to the Đellulaƌ stƌess situaioŶ Đƌeated ďǇ the heŵo-
dialǇsis sessioŶ, speĐiiĐallǇ ďǇ the possiďle ĐoŶtaĐt of the Đells 
ǁith eŶdotoǆiŶs aŶd ǁith the possiďle ƌeaĐioŶs of ďioiŶĐoŵ-
paiďilitǇ that ŵaǇ ďe Đaused ďǇ the dialǇzeƌ.
This is the iƌst studǇ that aŶalǇzes the ĐhaŶges iŶ Hsp iŶ 
iŶtaĐt ĐiƌĐulaiŶg ŵoŶoŶuĐleaƌ Đells iŶ dialǇsis paieŶts, aĐ-
ĐoƌdiŶg to the ďioĐoŵpaiďilitǇ of the ŵeŵďƌaŶes. The aŶalǇ-
sis foĐused oŶ Ϯ pƌoteiŶs of ŵoleĐulaƌ ǁeights of ϳϬ KDa aŶd 
ϵϬ KDa, ǁhiĐh aƌe the ŵost fƌeƋueŶtlǇ studied. No sigŶiiĐaŶt 
difeƌeŶĐes ǁeƌe oďseƌǀed ateƌ a siŶgle HD sessioŶ, oƌ ateƌ 
ϰ ŵoŶths of dialǇsis tƌeatŵeŶt. Futuƌe studies Đould use ŵea-
suƌeŵeŶt stƌategies siŵilaƌ to those desĐƌiďed heƌe, ƌefeƌƌiŶg 
to the ŵeasuƌeŵeŶts of Hsp, aŶd Đould add iŶfoƌŵaioŶ to 
this iŶteƌesiŶg ield of the ŵeasuƌeŵeŶt of Đellulaƌ daŵage 
iŶ ƌeŶal failuƌe. IŶteƌesiŶglǇ, ǀaƌious hǇpotheses Đould ďe pƌo-
posed ĐoŶĐeƌŶiŶg the poteŶial pathologiĐal ĐoŶseƋueŶĐes of 
uƌeŵia oƌ dialǇsis-iŶduĐed ĐhaŶges oŶ these pƌoteiŶs Ŷot oŶlǇ 
iŶ ŵoŶoĐǇtes ďut also iŶ otheƌ Đell tǇpes. As HspϵϬ seeŵ to ďe 
iŶǀolǀed iŶ the ƌegulaioŶ of eŶdothelial ŶitƌiĐ oǆide sǇŶthase 
fuŶĐioŶ ;ϯϱͿ, a poteŶial liŶk Đould eǆist ďetǁeeŶ the HspϵϬ 
ĐhaŶges aŶd eŶdothelial dǇsfuŶĐioŶ. OŶ the otheƌ haŶd, dif-
feƌeŶt Hsp aƌe also iŶǀolǀed iŶ the ŵaiŶteŶaŶĐe of the Đellulaƌ 
pƌoteiŶ tuƌŶoǀeƌ iŶ phǇsiologiĐal ĐoŶdiioŶs ;ϭϮͿ, aŶd ĐhaŶges 
iŶ the Đellulaƌ ĐoŶteŶt of these pƌoteiŶs Đould ďe liŶked to iŶ-
adeƋuate issue ƌeŵodeliŶg oƌ iŵŵuŶologiĐal ƌespoŶses that 
ĐhaƌaĐteƌize paieŶts ǁith adǀaŶĐed uƌeŵia iŶ heŵodialǇsis.
Thƌee ŵethodologiĐal ĐoŶsideƌaioŶs Ŷeed to ŵade at this 
poiŶt iŶ oƌdeƌ to eǀaluate ǁhetheƌ oƌ Ŷot the data pƌeseŶted iŶ 
TABLE IV -  PaieŶt heŵatologiĐal aŶd ďioĐheŵiĐal paƌaŵeteƌs foƌ hd sessioŶ ĐoŵpaƌiŶg ďaseliŶe ǁith ϰ-ŵoŶth ĐhƌoŶiĐ tƌeatŵeŶt iŶ the 
ĐoŶtƌol aŶd polǇŶephƌoŶe gƌoups
Gƌoups CoŶtƌol PolǇŶephƌoŶe
Basal 4 ŵoŶths Basal 4 ŵoŶths
IŶiial MAP ;ŵŵHgͿ ϵϳ ± ϭϲ ϵϵ ± ϭϳ ϵϰ ± ϭϳ ϵϳ ± ϭϲ
ΔMAP ;ŵŵHgͿ Ϯ ± ϭϮ ϭϰ ± ϮϮ ϯ ± ϭϰ ϵ ± ϮϮ
UF ;ŵl/hͿ ϰϮϳ ± ϯϴϭ ϰϳϴ ± Ϯϱϳ ϲϯϰ ± ϭϯϯ ϲϵϰ ± ϮϰϮ
LeukopeŶia ;%Ϳ ϴ.ϱ ± ϭϳ.ϰ ϭϳ.ϲ ± ϭϱ.ϲ ϳ.ϯ ± ϭϴ.Ϯ Ϯ.ϱ ± Ϯϴ.ϲ
HeŵogloďiŶ ;g/dlͿ ϭϮ.ϭ ± Ϭ.ϴ ϭϭ.Ϯ ± ϭ.ϯ ϭϭ.ϳ ± ϭ.ϱ ϭϭ.ϳ ± ϭ.Ϯ
CRP ;ŵg/lͿ ϵ.ϳ ± ϵ.ϭ ϴ.ϲ ± ϵ.Ϭ ϵ.ϴ ± ϭϮ.ϱ ϵ.ϵ ± ϮϬ.ϴ
Ca ;ŵg/dlͿ ϴ.ϳ ± Ϭ.ϳ ϴ.ϴ ± Ϭ.ϳ ϴ.ϲ ± ϭ.ϱ ϵ.ϭ ± Ϭ.ϲ
P ;ŵg/dlͿ ϰ.Ϯ ± ϭ.Ϯ ϰ.ϱ ± ϭ.ϳ ϰ.ϴ ± ϭ.ϳ ϰ.ϱ ± ϭ.ϭ
UƌiĐ aĐid ;ŵg/dlͿ ϳ.Ϯ ± ϭ.ϲ ϳ.ϲ ± ϭ.ϲ ϲ.ϲ ± ϭ.ϰ ϲ.ϯ ± ϭ.Ϯ
AlďuŵiŶ ;g/dlͿ ϯ.ϲ ± Ϭ.ϱ ϯ.ϴ ± Ϭ.ϱ ϯ.ϲ ± Ϭ.ϵ ϯ.ϴ ± Ϭ.ϰ
URR ;%Ϳ ϴϭ ;ϭϯͿ ϴϬ ;ϭϭͿ ϳϱ ;ϭϮͿ ϳϰ ;ϭϭͿ
CƌRR ;%Ϳ ϳϯ ;ϭϴͿ ϳϬ ;ϭϯͿ 67 (13) ϲϰ ;ϵͿ
βϮ-ŵiĐƌogloďuliŶRR ;%Ϳ ϲϱ ;ϯϮͿ ϲϰ ;ϮϲͿ ϲϮ ;ϰϲͿ ϳϬ ;ϯϮͿ*
CoŶtƌol = ĐoŶtƌol gƌoup, paieŶts dialǇzed thƌoughout the studǇ ǁith the saŵe ŵeŵďƌaŶe, heliǆoŶe oƌ polǇaŵide; PolǇŶephƌoŶe = paieŶts iŶ ǁhiĐh the heliǆoŶe 
oƌ polǇaŵide ŵeŵďƌaŶe ǁas ƌeplaĐed ďǇ polǇŶephƌoŶe foƌ ϰ ŵoŶths; MAP = ŵeaŶ aƌteƌial pƌessuƌe at the ďegiŶŶiŶg of the HD sessioŶ; ΔMAP = difeƌeŶĐe 
ďetǁeeŶ the MAP at the ďegiŶŶiŶg aŶd at the eŶd of the HD sessioŶ; UF = ultƌailtƌaioŶ ƌate duƌiŶg the HD sessioŶ; LeukopeŶia ;%Ϳ = ǁhite ďlood Đell ĐouŶt 
ƌeduĐioŶ at ϯϬ ŵiŶ of HD iŶ ĐoŵpaƌisoŶ ǁith the ďegiŶŶiŶg of the sessioŶ; CRP = C-ƌeaĐiǀe pƌoteiŶ; URR = uƌea ƌeduĐioŶ ƌaio; CƌRR = ĐƌeaiŶiŶe ƌeduĐioŶ 
ƌaio; βϮ-ŵiĐƌogloďuliŶRR = βϮ-ŵiĐƌogloďuliŶ ƌeduĐioŶ ƌaio. The data aƌe eǆpƌessed as ŵeaŶ ± staŶdaƌd deǀiaioŶ oƌ as ŵediaŶ ;iŶteƌƋuaƌile ƌaŶgeͿ aĐĐoƌdiŶg to ǁhetheƌ the ǀaƌiaďle is of Ŷoƌŵal distƌiďuioŶ oƌ Ŷot. *P<Ϭ.Ϭϱ.
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this studǇ aƌe ǀalid. Fiƌst, the paieŶts iŶĐluded iŶ the studǇ ǁeƌe 
dialǇzed iŶdisiŶĐtlǇ ǁith heliǆoŶe oƌ polǇaŵide ;see Taď. IͿ. 
“iŶĐe these ŵeŵďƌaŶes do Ŷot difeƌ at all ǁith ƌegaƌd to the 
paƌaŵeteƌs aŶalǇzed, all the paieŶts ǁeƌe ĐoŶsideƌed togeth-
eƌ ǁheŶ ĐoŶsideƌiŶg the ĐhaŶges oďseƌǀed iŶ ĐoŵpaƌisoŶ ǁith 
ĐhƌoŶiĐ dialǇsis ǁith polǇŶephƌoŶ.
“eĐoŶd, Ŷot all the ŵeasuƌeŵeŶts that ǁe peƌfoƌŵed aƌe 
staŶdaƌdized adeƋuatelǇ iŶ studies oŶ huŵaŶ ďeiŶgs. While 
the deteĐioŶ of CDϭϰCDϭϲ ŵoŶoĐǇtes ǀia loǁ ĐǇtoŵetƌǇ 
is a siŵple aŶd ƌepƌoduĐiďle pƌoĐeduƌe, the aŶalǇsis of the 
sǇŶthesis of RO“ aŶd, espeĐiallǇ, the ŵeasuƌeŵeŶt of the 
ĐoŶteŶt of Hsp, aƌe Ŷot ǁell ƌesolǀed ǁith ĐuƌƌeŶtlǇ aǀail-
aďle teĐhŶiƋues. Foƌ this ƌeasoŶ, the data shoǁŶ aƌe the 
ŵeaŶ of Ϯ ŵeasuƌeŵeŶts ŵade oŶ the saŵe paieŶt, ǁith 
the iŶtƌoduĐioŶ of iŶteƌŶal ĐoŶtƌols to staŶdaƌdize the data. 
Moƌeoǀeƌ, ǁe iŶtƌoduĐed a ĐoŶtƌol gƌoup iŶ the studǇ to 
deŵoŶstƌate that ateƌ ϰ ŵoŶths of tƌeatŵeŶt ǁith the saŵe 
ŵeŵďƌaŶes, the paƌaŵeteƌs aŶalǇzed ǁeƌe Ŷot ŵodiied, 
thus the ŵodiiĐaioŶs oďseƌǀed ǁheŶ dialǇziŶg ǁith polǇ-
ŶephƌoŶ ǁeƌe ŵoƌe ƌeleǀaŶt. FiŶallǇ, although the ĐhaŶges 
oďseƌǀed ŵaǇ ďe atƌiďuted to the difeƌeŶt ďioĐoŵpat-
iďiliies of the ŵeŵďƌaŶes, the polǇŶephƌoŶ dialǇzeƌ has a 
slightlǇ higheƌ ĐleaƌiŶg ĐapaĐitǇ foƌ ßϮ-ŵiĐƌogloďuliŶ, ǁhiĐh suggests gƌeateƌ ĐleaƌaŶĐe of ŵediuŵ-sized toǆiĐ ŵoleĐules. 
This is soŵethiŶg that ŵaǇ also afeĐt the iŵpƌoǀeŵeŶt iŶ 
the peƌĐeŶtage of pƌo-iŶlaŵŵatoƌǇ ŵoŶoĐǇtes oďseƌǀed 
ǁheŶ usiŶg polǇŶephƌoŶ. IŶ faĐt, iŶ ǀaƌious studies high 
ĐoŶǀeĐiǀe tƌaŶspoƌt dialǇsis ;oŶ-liŶe heŵodialǇsisͿ, ǁhiĐh 
alloǁs gƌeateƌ ĐleaƌaŶĐe of ŵediuŵ-sized ŵoleĐules, has 
deŵoŶstƌated a ƌeduĐioŶ iŶ the peƌĐeŶtage of aĐiǀated 
CDϭϰ+CDϭϲ+ ŵoŶoĐǇtes Đoŵpaƌed to high-luǆ dialǇsis ;ϴ, 
ϮϮ, ϯϲ-ϯϳͿ as ǁell as a deĐƌease iŶ the ŵaƌkeƌs of eŶdothe-
lial daŵage ;ϮϮͿ. The peƌĐeŶtage of paieŶts oŶ HDF iŶ ouƌ 
studǇ ǁas Đoŵpaƌaďle iŶ ďoth gƌoups aŶd ƌeŵaiŶed ǁithout 
ĐhaŶges thƌough the studǇ, ǁhiĐh is the ŵaiŶ ƌeasoŶ ǁhǇ ǁe 
thiŶk that the ĐhaŶges oďseƌǀed iŶ ßϮ-ŵiĐƌogloďuliŶ ƌeduĐ-ioŶ ƌaio aƌe ƌelated to polǇŶephƌoŶ tƌeatŵeŶt aŶd Ŷot to 
the tǇpe of heŵodǇalisis, suggesiŶg that HDF did Ŷot haǀe 
aŶǇ iŶlueŶĐe iŶ these difeƌeŶĐes.
IŶ ĐoŶĐlusioŶ, polǇŶephƌoŶ is a ŵeŵďƌaŶe of Đoŵpaƌaďle 
ƋualitǇ to the ŵoƌe ĐlassiĐ heliǆoŶe oƌ polǇaŵide, aŶd ŵaǇ 
shoǁ soŵe adǀaŶtages ǁheŶ iŶduĐiŶg ŵoŶoĐǇte aĐiǀaioŶ, 
eitheƌ due to gƌeateƌ ďioĐoŵpaiďilitǇ oƌ to its gƌeateƌ Đleaƌ-
aŶĐe of ŵediuŵ-sized ŵoleĐules.
AďďƌeǀiaioŶs
ChƌoŶiĐ kidŶeǇ disease CKD
CiƌĐulaiŶg peƌipheƌal ďlood ŵoŶoŶuĐleaƌ Đells MC
Ϯ’, ϳ’-diĐhloƌodihǇdƌoluoƌesĐeiŶ diaĐetate HϮDCFDAHeŵodialǇsis HD
Heat-shoĐk pƌoteiŶs Hsp
Phosphate ďufeƌ saliŶe PB“
ReaĐiǀe oǆǇgeŶ speĐies RO“
AĐkŶoǁledgeŵeŶts
We thaŶk the ĐollaďoƌaioŶ of all Hospitals iŶǀolǀed iŶ ĐolleĐiŶg all 
the ďlood saŵples aŶd ƌegisteƌiŶg all the dialǇsis paƌaŵeteƌs fƌoŵ 
dialǇsis paieŶts tƌeated ǁith the ǀaƌious studǇ dialǇzeƌs.
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